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Zusammenfassung 
 
 
Zunächst wurde in einer vorherigen Arbeit beschrieben, dass das Zytokin 
macrophage migration inhibitory factor (MIF) eine antifibrotische Eigenschaft 
während einer chronischen, toxischen Leberschädigung aufzeigt. Diese 
Beobachtung wurde durch ein zweites unabhängiges Fibrosemodell bestätigt. Es 
konnte weiterhin in beiden Fibrosemodellen gezeigt werden, dass es bei der 
Rekrutierung von Leukozyten keinen Unterschied zwischen den Mif -/- Mäusen und 
den Wildtypmäusen gibt. Eine weitere Beobachtung war die signifikant erhöhte 
mRNA-Expression von Fibrose-relevanten und Sternzell-assoziierten Genen in der 
Leber in den Mif -/- Mäusen.  
Auf diesen Ergebnissen baut die hier vorgestellte Doktorarbeit auf. Hier wurde 
zunächst gezeigt, dass die Sternzellaktivierung bei der chronischen, toxischen 
Leberschädigung in den Mif -/- Mäusen signifikant erhöht ist im Vergleich zu den 
Kontrollmäusen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Entstehung der 
Leberfibrose in diesen Modellen durch die Aktivierung der Sternzellen hervorgerufen 
wird, wurden zunächst in vitro -Versuche durchgeführt. Für die in vitro -Versuche 
wurde die immortalisierte Sternzelllinie GRX verwendet. In einem ersten Versuch 
konnte zuerst dargestellt werden, dass die beiden Rezeptoren CD74  und CXCR4 
auf den Sternzellen exprimiert werden. Der dritte Rezeptor an den MIF binden kann, 
CXCR2, wurde gar nicht auf der Oberfläche der Zelllinie nachgewiesen. Aufgrund 
dieser Ergebnisse wurde zunächst in den folgenden in vitro -Experimenten der 
Rezeptor CD74 untersucht. Bei den Stimulationsversuchen mit den GRX-Zellen 
konnte zuerst gezeigt werden, dass die PDGF-vermittelte Proliferation und Migration 
gehemmt werden kann, indem die Zellen gleichzeitig mit rekombinantem MIF 
stimuliert werden. Wenn man die Zellen mit einem neutralisierenden CD74 
Antikörper vorinkubiert, dann wird die Inhibierung der PDGF-vermittelten Proliferation 
bzw. Migration revertiert. Durch diese in vitro -Versuche konnte gezeigt werden, dass 
der Rezeptor CD74 eine wichtige Rolle bei der Vermittlung des Signals von MIF 
spielt. In weiteren Versuchen, wurde jetzt der Einfluss des Rezeptors CD74 in vivo 
untersucht. Auch mit diesen knockout -Mäusen wurde ein chronisch, toxisches 
Fibrosemodell durchgeführt. Genau wie bei den Mif -/- Mäusen zeigte sich bei den 
Cd74 -/- Mäusen eine gesteigerte Leberfibrose im Vergleich zu den Wildtypmäusen. 
Es wurden ebenfalls Cxcr4 +/- Mäuse untersucht, da auch dieser Rezeptor auf den 
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Sternzellen exprimiert wurde, wenn auch in einem geringeren Maße im Vergleich zu 
CD74. Bei diesen heterozygoten knockout -Mäusen wurde jedoch kein Unterschied 
in der Leberfibrose beobachtet. Somit konnte gezeigt werden, dass die 
antifibrotischen Effekte von MIF über CD74 vermittelt werden. In einer weiteren 
Untersuchung wurde die systemische Applikation von rekombinantem MIF 
untersucht. Bei dieser Versuchsreihe konnte deutlich gezeigt werden, dass sowohl 
die Aktivierung der Sternzellen als auch die Entstehung der Leberfibrose reduziert 
war während einer chronisch, toxischen Leberschädigung.  
In einem weiteren Modell, das eine nicht-alkoholische Steatohepatitis auslöst, kommt 
es ebenfalls zu einer Fibrogenese. In diesem Modell zeigte sich jedoch eine 
profibrotische Eigenschaft von MIF, da hier die Mif -/- Mäuse eine geringere 
Schädigung der Leber aufweisen. Diese Erkenntnisse müssen noch weiter 
untersucht werden und welche Signalwege in diesem Modell die profibrotischen 
Eigenschaften von MIF hervorrufen.  
Wenn man in diesem Modell die intrahepatischen Triglyzeride untersuchte, dann 
erkannte man, dass hier das Zytokin MIF ebenfalls einen protektiven Einfluss auf die 
Verfettung der Leber hatte. Weiterhin wurde gezeigt, dass in den Mif -/- Mäusen die 
Gene zur Regulation der Fettsäuresynthese eindeutig hoch reguliert waren im 
Vergleich mit den Wildtyptieren. Da auch in diesem Diätmodell die Rekrutierung der 
Leukozyten keine bedeutenden Unterschiede aufzeigte, wurden zunächst                 
in vitro -Versuche mit Hepatozyten durchgeführt. Bei diesen in vitro -Versuchen 
konnte zunächst durch eine Stimulation mit Ölsäure und IL-1β eine Erhöhung des 
Triglyzeridgehalts und somit der Verfettung der Zellen erreicht werden. Durch eine 
gleichzeitige Stimulation mit rekombinantem MIF konnte die Verfettung der Zelllinie 
reduziert werden. Auch in diesem metabolischen Modell wurde die Bedeutung von 
CD74 untersucht. Wenn der Rezeptor durch den neutralisierenden Antikörper 
inhibiert wurde, dann wurde die Reduzierung des Triglyzeridgehalts durch das 
rekombinante MIF wieder aufgehoben. Der gleiche Effekt wurde durch eine 
Stimulation mit dem AMPK Inhibitor Compound C erzielt. Dadurch konnte gezeigt 
werden, dass die Effekte von MIF über CD74 und die Stress-Kinase AMPK vermittelt 
werden. Um die Ergebnisse zu bestätigen wurde noch ein weiteres Steatosemodell, 
die high fat -Diät mit den knockout- und Wildtypmäusen durchgeführt. Hier wurden 
alle Ergebnisse aus dem vorherigen Modell bestätigt. Gleichzeitig konnte mit dieser 
Diät noch gezeigt werden, dass die Mif -/- Mäuse eine schlechtere Glukosetoleranz 
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nach Beendigung der Diät aufweisen. Diese verschlechterte Glukosetoleranz geht 
mit einer signifikant erhöhten Gewichtzunahme während der Diät einher.  
Somit zeigt diese Arbeit, dass das Zytokin MIF während einer chronischen, toxischen 
Schädigung antifibrotische Effekte aufweist. Diese antifibrotischen Effekte werden 
über den Rezeptor CD74 vermittelt; die Aktivierung der hepatischen Sternzellen ist 
von entscheidender Bedeutung.  
Bei den metabolischen Schädigungsmodellen hat MIF ebenfalls protektive Effekte 
bei der Gewichtszunahme und der Ausbildung eines Diabetes mellitus. Weiterhin 
zeigte die Leber eine geringere Verfettung. Hier hat es den Anschein, dass in der 
Hauptsache die Hepatozyten, als Fett-speichernde Zellen, betroffen sind.  
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Summary 
 
A previous work described that the cytokine macrophage migration inhibitory factor 
(MIF) showed an antifibrotic effect after an established model of chronic, toxic liver 
injury. These findings were confirmed by another independent model of chronic, toxic 
liver injury. In both fibrosis models the recruitment of immune cells showed no major 
differences between the Mif -/- mice and the wild-type mice. Furthermore, the mRNA 
expression of fibrosis-related and HSC-associated genes was significantly increased 
in the liver of the Mif -/- mice.  
This dissertation based on these previous results. First, it was showed that the HSC 
activation was strongly increased in the Mif -/- mice after chronic, toxic liver injury. 
After these findings, the next experiments were performed with the immortalized 
stellate cell line GRX in vitro. In a first experiment the expression of the three known 
MIF receptors was determined. The both receptors CD74 and CXCR4 were 
expressed on murine HSCs. The third receptor, CXCR2, was not expressed on the 
surface of the murine HSCs. In the next experiments the receptor CD74 was 
analyzed in vitro. First, the proliferation and migration of GRX cells was increased by 
stimulation with PDGF and then this PDGF-induced proliferation and migration was 
inhibited by co-stimulation with recombinant MIF. The inhibiting effect of recombinant 
MIF on proliferation and migration was completely blocked, when the cells were 
pretreated with a neutralizing antibody against CD74. Next, the effect of CD74 was 
analyzed in vivo with Cd74 -/- mice, which were also targeted to the established 
chronic fibrosis model. Mice deficient in Cd74 showed increased liver scarring in 
contrast to the wild-type counterparts, like the Mif -/- mice. Because CXCR4 was also 
expressed on murine HSCs, in vivo experiments with Cxcr4 +/- were performed. In 
these heterozygous knockout mice were no significant difference between the two 
mouse strains. In line with the in vitro data, the antifibrotic effects of MIF were 
mediated by CD74.  
In a next step, the therapeutic application of recombinant MIF was investigated. Daily 
injections of recombinant MIF to wild-type mice maintained in decreased liver fibrosis 
compared to wild-type mice which only received the vehicle.  
In a further model, which provokes a non-alcoholic steatohepatitis, fibrogenesis is 
also detectable. Here, a profibrotic effect was displayed, because the Mif -/- mice had 
decreased liver damage in contrast to the wild-type mice.  
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The intrahepatic triglyceride content in this model was significantly increased in Mif -/- 
mice. Furthermore, the expression of lipogenesis-related genes was significantly 
increased compared to the wild-type counterparts. FACS analysis of infiltrating 
immune cells showed no major differences, so hepatocytes were analyzed. For this 
study the hepatoma cell line Hepa1-6 was analyzed in vitro. The triglyceride content 
in this cell line was significantly increased after stimulation with oleic acid an IL-1β. 
Co-stimulation with recombinant MIF inhibited the fatty degeneration in the cells. The 
receptor CD74 was also investigated in this experiment. After pre-incubation of the 
cells with the neutralizing antibody against CD74, the inhibiting effects of the 
recombinant MIF were totally blocked. The same effect was determined by a pre-
incubation with the AMPK inhibitor Compound C. Therefore, it could be showed that 
the protective effects of MIF were mediated through the CD74 and the stress kinase 
AMPK. To confirm these results a second independent model of non-alcoholic 
steatohepatitis was performed. In this model, the so called high fat diet, all results 
from the first model were confirmed. Furthermore, an impaired glucose tolerance was 
determined in the Mif -/- mice. These findings correlated with a higher weight gain in 
the knockout mice in contrast to the wild-type mice.  
In these work antifibrotic effects of the cytokine MIF in chronic, toxic liver injury was 
displayed and these antifibrotic effects were mediated via CD74. The activation of 
HSCs was a crucial key in this model of liver damage. In the metabolic injury, MIF 
showed protective effects in the weight gain and in establishing a Diabetes mellitus. 
Furthermore, the liver showed less fatty degeneration. This seemed to be an effect 
on the hepatocytes, the main fat-storage cells within the liver.  
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1. Einleitung 
 
1.1 Die Leberfibrose 
 
Die Leber ist ein wichtiges Organ des menschlichen Körpers. Sie liegt zwischen dem 
gastrointestinalen Trakt und dem Herzen und wird über die Arteria hepatica und die 
Vena portae mit Blut versorgt. Wichtige Funktionen der Leber sind die Aufnahme und 
Speicherung von Nährstoffen und deren Weitergabe an andere Organe. Zur selben 
Zeit gelangen auch Toxine, wie z.B. Alkohol, Viren oder bakterielle Produkte über 
den Blutkreislauf in die Leber (1). Halten diese Schädigungen in der Leber über 
einen längeren Zeitraum an, so kommt es zunächst zu einer Fibrose und im 
Endstadium zu einer Leberzirrhose und sogar zu einem hepatozellulären Karzinom 
(2,3). Die Leberfibrose ist eine Vernarbung der Leber und ist eine Antwort auf die 
Wundheilung, in deren Prozess viele Typen von Zellen und Mediatoren eine wichtige 
Rolle spielen (4). Die Hepatozyten spielen hierbei eine wichtige Rolle, ca. 70-80% 
der Leber bestehen aus Hepatozyten. Bei einer Schädigung sezernieren diese 
Hepatozyten dann Zytokine und Chemokine, wodurch entweder Immunzellen an den 
Ort der Schädigung rekrutiert werden (5-7) oder die hepatischen Sternzellen aktiviert 
werden. Die aktivierten hepatischen Sternzellen vermehren sich zunächst, wodurch 
es zu einer gesteigerten Anzahl von Sternzellen in der Leber kommt (8) und diese 
produzieren dann unter anderem Kollagen, welches in der Leber während der 
Wundheilung akkumuliert und die Vernarbung in der Leber verursacht (9). Außerdem 
werden noch weitere Gene in den hepatischen Sternzellen expremiert. Hierzu zählt 
besonders α-smooth muscle actin (α-Sma), transforming growth factor β1 (Tgfβ1), 
matrix metalloproteinase 2 (Mmp2) und tissue inhibitor of metalloproteinases 1 
(Timp1) (10,11). Die Vernarbung der Leber wird durch gesteigerte Proliferation, 
Migration, Fibrogenese und Kontraktilität der Sternzellen hervorgerufen, wobei die 
Sternzellen auf Zytokine und Wachstumsfaktoren reagieren. Bei der Proliferation der 
Sternzellen spielt der Wachstumsfaktor platelet-derived growth factor (PDGF) eine 
entscheidende Bedeutung (12). Es gibt vier verschiedene Isoformen von PDGF, 
nämlich die Isoformen A – D. Es konnte schon gezeigt werden, dass sowohl PDGF 
als auch der PDGF-Rezeptor sehr schnell nach einer Sternzellaktivierung induziert 
wird (13,14). Eine weitere wichtige Eigenschaft von Sternzellen ist die Migration zum 
Ort der Schädigung. Auch hier zeigt der Wachstumsfaktor PDGF eine entscheidende 
                                                                                                                        Einleitung                                                                                                 
                                                                                                                                  11
Bedeutung (15,16). Die Fibrogenese wird vor allen Dingen durch das Zytokin TGFβ1 
ausgelöst. Das TGFβ1 kann sowohl aus autokrinen als auch aus parakrinen Quellen 
stammen (17). Durch die TGFβ1-Stimulation wird die Transkription von Kollagen in 
den Sternzellen beeinflusst; Kollagen ist bekanntlich der Hauptbestandteil des 
Narbengewebes (18). Eine weitere Eigenschaft von aktivierten Sternzellen ist die 
gesteigerte Kontraktilität der Zellen. Diese gesteigerte Kontraktilität wird durch einen 
gesteigerten Portaldruck während der Leberfibrose hervorgerufen. Zu Beginn der 
Fibrose zeigen aktivierte Sternzellen Eigenschaften von glatten Muskel-ähnlichen 
Zellen, daher dient α-SMA als Marker für aktivierte Sternzellen (19).  
 
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Pathogenese der Leberfibrose. Die Darstellung ist überarbeitet 
und wurde von Hermann E. Wasmuth für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. 
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1.2 Die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) 
 
Bei der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) handelt es sich um eine 
Leberschädigung, die zum Bereich der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankungen 
(NAFLD) gehört (20). Die Pathogenese bei einer nicht-alkoholischen 
Fettlebererkrankung zeigt unterschiedliche Stadien auf. Hierbei kann es sich um eine 
einfache Fettakkumulation in den Hepatozyten ohne biochemische oder 
histologische Anzeichen einer Inflammation oder Fibrose handeln, einer 
sogenannten Steatose. Bei der Steatose handelt es sich um eine reversible 
Einlagerung von Fetten (meistens Triglyzeride) in Hepatozyten (21). Es kann sich 
aber auch um eine Fettakkumulierung, die mit einer Inflammation einhergeht, 
handeln (22). In diesem Fall kann auch eine Fibrose auftreten bis hin zu einer 
Leberzirrhose und dem Endstadium der Erkrankung, das hepatozelluläre Karzinom 
(23,24). Ausgelöst wird die Fettlebererkrankung durch eine Fehlernährung, durch 
Hungern oder einen schnellen Gewichtsverlust (25).  
Die Fettlebererkrankungen und damit auch die nicht-alkoholische Steatohepatitis 
sind durch Fettleibigkeit, Insulinresistenz und auch durch die Ausbildung eines 
Diabetes mellitus bis hin zu einem metabolischen Syndrom gekennzeichnet (26-28). 
In den Mausmodellen wird daher zum Einen eine sehr fettreiche Diät verabreicht, 
wodurch die Mäuse viel an Gewicht zunehmen, oder es wird eine Fehlernährung 
verabreicht, in der z.B. essenzielle Aminosäuren fehlen. Durch diese Fehlernährung 
verlieren die Mäuse in kurzer Zeit sehr viel Gewicht. Durch beide Diäten wird jedoch 
zunächst eine Fettleber und im späteren Stadium eine nicht-alkoholische 
Steatohepatitis ausgebildet. Diabetes mellitus und die Ausbildung einer Fettleber 
treten in den meisten Fällen zusammen auf. Ca. 70% bis zu 90% der Patienten, die 
Diabetes mellitus haben, weisen auch eine Fettleber auf (29,30). Jedoch ist es nicht 
bekannt, ob sich das Risiko einer Diabetes-Erkrankung verändert, wenn der Patient 
eine nicht-alkoholischen Fettleber oder eine nicht-alkoholischen Steatohepatitis 
ausbildet (31).  Das metabolische Syndrom wird durch vier Faktoren charakterisiert. 
Dies sind die abdominale Fettleibigkeit, Bluthochdruck, veränderte Serum-
Triglyzeridwerte und eine Insulinresistenz.  Zur Diagnose des metabolischen Wertes 
werden der Bauchumfang, der Blutdruck, der Nüchternblutzucker, die Triglyzeride im 
Serum und die HDL-Cholesterinwerte bestimmt (32).  
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1.3 Die Rolle von Zytokinen und Chemokinen bei Lebererkrankungen 
 
Zytokine sind Signalpeptide mit einer Größe von 8 kDa bis 30 kDa. Sie dienen als 
Wachstumsfaktoren und zur Differenzierung von Zellen sowohl autokrin, als auch 
parakrin und endokrin (33). Weiterhin dienen Zytokine der Regulation während der 
Apoptose von Zellen (34) und der Produktion von inflammatorischen Faktoren (35).  
Chemokine sind kleine häufig Heparin-bindende Moleküle, die Zytokin-ähnliche 
Funktionen besitzen. Chemokine haben eine Größe zwischen 7 kDa und 13 kDa. 
Chemokine haben die Eigenschaft, bei Zellen eine Chemotaxis auszulösen, wodurch  
sich auch der Name Chemokin zusammen setzt (Chemotaxis und Zytokin) (36,37).  
Es gibt 50 unterschiedliche Chemokine und 19 unterschiedliche 
Chemokinrezeptoren, was darauf hin deutet, dass mehrere Chemokine an denselben 
Rezeptor binden können (38). Chemokine werden klassischerweise in vier Gruppen 
eingeteilt, die sich nach der Anzahl der Aminosäuren richtet, die zwischen 
Cysteinresten am N-terminalen Ende des Moleküls liegen. Die beiden größten 
Gruppen bilden die CC-Chemokinliganden (CCL) und die CXC-Chemokinliganden 
(CXCL). Die restlichen Chemokine teilen sich auf die beiden Gruppen der                
C-Chemokinliganden (CL) und der CX3C-Chemokinliganden (CX3CL) auf (39). Die 
Chemokine binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Auch die Rezeptoren 
werden in vier Gruppen eingeteilt und zwar sind das die CCR-, CXCR-, CX3CR- und 
XCR-Gruppen. Obwohl mehrere Chemokinliganden an einen einzelnen Rezeptor 
binden können, binden die Liganden einer Gruppe zumeist an den Rezeptor der 
gleichen Gruppe. Zum Beispiel binden die Chemokinliganden aus der CC-Gruppe 
nur an die Rezeptoren aus der CC-Gruppe (40).  
Des Weiteren gibt es noch die Gruppe der chemokine-like function (CLF) 
Chemokine. Die CLF-Chemokine können nicht in die klassischen Gruppen der 
Chemokine eingeteilt werden, dennoch teilen die CLF-Chemokine die Struktur und 
die Funktion von Chemokinen. Außerdem binden diese Chemokine an die 
Chemokinrezeptoren. Zu den CLF-Chemokinen zählen z.B. β-Defensine und high 
mobility group protein b1 (HMGB1) (41,42). 
Die Hauptfunktion der Chemokine während einer chronischen Leberschädigung liegt 
in der Rekrutierung von Immunzellen an den Ort der Schädigung. Weiterhin 
regulieren und aktivieren Chemokine residente Zellen (43). Chemokine werden von 
den residenten Leberzellen, wie Hepatozyten, Kupfferzellen oder Sternzellen, 
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sezerniert (44,45). Die hepatischen Sternzellen sind wichtige residente Zellen, die 
auch immunologische Funktionen übernehmen. Sie exprimieren wichtige funktionale 
Chemokinrezeptoren und sezernieren Chemokine. Weiterhin produzieren hepatische 
Sternzellen viel Kollagen und Sauerstoffradikale (46,47). Es wurde in mehreren 
Modellen der Leberschädigung bei Mäusen gezeigt, dass Chemokine und auch 
deren Rezeptoren einen entscheidenden Einfluss auf die Schädigung nehmen. Bei 
diesen Schädigungsmodellen handelt es sich in den meisten Fällen um chronisch, 
toxische Schädigungen mit den Toxinen Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) oder 
Thioacetamid (TAA). 
 
 
  
Abb. 2: Schematische Darstellung der Pathophysiologie bei einer chronischen Leberschädigung. Die 
Darstellung ist überarbeitet nach Wasmuth et al. (37).  
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1.4 Das Zytokin macrophage migration inhibitory factor (MIF) 
 
Das Zytokin macrophage migration inhibitory factor (MIF) wurde vor über 50 Jahren 
zum ersten Mal beschrieben und war eines der ersten Zytokine, die identifiziert 
wurden. Im menschlichen Genom gibt es nur ein MIF -Gen, welches auf Chromosom 
22 (22q11.2) vorkommt (48). Dies entspricht dem Chromosom 10 in der Maus, 
welches das Gen für Mif trägt (49). Es wurde sowohl im Menschen als auch in der 
Maus eine einzelne MIF-mRNA identifiziert, die eine Größe von 0,8 kb aufzeigt. 
Diese mRNA kodiert ein 12,5 kDa großes Protein (50). Dieses Protein besteht aus 
114 Aminosäuren und trägt keine Glykosylierung. MIF zeigt innerhalb der Säugetiere 
eine Homologie von 90% und es wurden auch Homologe von MIF bei Hühnern, 
Parasiten, Pflanzen und Cyanobakterien gefunden.  
Das Genom von Säugetieren zeigt ein Gen, welches homolog zu MIF ist. Das Protein 
heißt D-dopachrome tautomerase (D-DT). D-DT liegt auf dem gleichen Chromosom 
wie MIF. Beide Gene bilden einen Gencluster mit zwei Genen der 
Glutathiontransferasen. Dieser Gencluster lässt vermuten, dass die Homologie der 
beiden Gene durch eine Duplikation zustande kam (51).  
Das Protein stellt sich in der Kristallstruktur als ein Homotrimer aus identischen 
Untereinheiten dar. Jedes Monomer ist aus zwei antiparallel verlaufenden α-Helices 
und einem β-Faltblatt aufgebaut. Das Monomer besitzt ein zusätzliches β-Faltblatt, 
mit dem es den Kontakt zu den anderen Untereinheiten formt (52,53).  
 
       
 
Abb. 3: Dreidimensionale Struktur des Proteins macrophage migration inhibitory factor.  
Ansicht von oben (linke Abbildung) und Seitenansicht (rechte Abbildung) (54).  
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Zunächst konnte gezeigt werden, dass MIF aus der Hypophyse freigesetzt wird (55). 
Später konnte gezeigt werden, dass MIF auch von aktivierten Monozyten produziert 
wird und somit die Makrophagen nicht nur ein wichtiges Ziel des Proteins sind, 
sondern auch eine wichtige Quelle von MIF (56). Mittlerweile ist bekannt, dass MIF 
von diversen Immunzellen freigesetzt wird. Weiterhin wird MIF von Endothelzellen 
und gewissen Parenchymzellen sezerniert (54). MIF ist ein wichtiges Zytokin für eine 
proinflammatorische Antwort der Zellen und es zeigt Chemokin-ähnliche Funktionen. 
Jedoch hat es den Anschein, dass MIF keiner der Zytokin-Superfamilien zuzuordnen 
ist (57). Das Zytokin wird in zytoplasmatischen Pools gespeichert, aus denen es 
dann schnell freigesetzt werden kann. Als Stimulus zur Freisetzung des MIF aus 
diesem Pool dienen unter anderem Proliferationssignale (58) und oxidiertes low 
density lipoprotein (oxLDL) (59). Es konnte auch gezeigt werden, dass MIF die 
Glucocorticoid-Unterdrückung nach einer Immunzellantwort antagonisiert (60). 
MIF wird bei einer Inflammation und bei Stressbedingungen für die Zellen freigesetzt 
(61) und hat wichtige Funktionen in mehreren inflammatorischen Krankheiten. Hierzu 
gehören die Blutvergiftung (Sepsis) (62), die rheumatische Arthritis (63,64), die 
Fettleibigkeit (Adipositas) (65) und die Atherosklerose (66,67). Des Weiteren spielen 
die MIF-Allele als Biomarker eine Rolle (68).  
Es gibt drei Rezeptoren, an die MIF binden kann. Dies sind die Rezeptoren CXCR2, 
CXCR4 und CD74. CXCR2 und CXCR4 gehören zur der Familie der                   
CXC-Chemokin-Rezeptoren (69) während CD74 auch als MHC Klasse II assoziiertes 
Chaperon bekannt ist (Ii, invariante Kette) (70).  
Durch eine Interaktion mit CXCR2 und CXCR4 ist MIF an der Rekrutierung von 
Leukozyten an den Ort der Inflammation in der Atherosklerose beteiligt. Die 
Interaktion zwischen MIF und CXCR2 beeinflusst die Monozyten und die 
Neutrophilen, während eine Interaktion zwischen MIF und CXCR4 die T-Zellen 
beeinflusst (71,72).  
Zur Funktion von CD74 gehört eine Regulierung der Beladung von exogenen 
Peptiden auf die MHC Klasse II Heterodimere (73). Es wurde bereits in mehreren 
Arbeiten gezeigt, dass CD74 auf der Zelloberfläche von diversen Zellen exprimiert 
wird. Zu diesen Zellen gehören unter anderem Monozyten und B-Zellen (74). 
Weiterhin ist eine Interaktion von MIF und CD74 von entscheidender Bedeutung bei 
der Regulierung der B-Zellen (75). Wenn MIF an CD74 bindet, führt dies zu einer 
Aktivierung des ERK1/2-MAPK- (76) und AKT/PI3K-Signalweges (77). In einer 
                                                                                                                        Einleitung                                                                                                 
                                                                                                                                  17
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die MIF-CD74-Interaktion bei einer 
Inflammation gesteigert ist (78). Des Weiteren ist bekannt, dass CXCR2 und CXCR4 
mit CD74 Rezeptor-Komplexe bilden können (70,71).  
 
 
 
 
1.5 MIF in der Leberfibrose 
 
Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass MIF in zwei chronisch, toxischen 
Modellen antifibrotische Eigenschaften aufzeigt. Diese antifibrotischen Effekte 
wurden bereits in der Doktorarbeit von Herrn Christian Offermanns (2013, RWTH 
Aachen University) dargestellt. Die folgenden Abbildungen geben kurz die 
wichtigsten Ergebnisse aus dieser Doktorarbeit wieder.  
So wurden Mif -defiziente (Mif -/-) Mäuse und Wildtypmäuse über einen Zeitraum von 
6 Wochen intraperitoneal mit CCl4 behandelt. Nach der Behandlung und der 
Untersuchung der Lebern konnte gezeigt werden, dass Mif -/- Mäuse eine signifikant 
erhöhte Lebervernarbung im Vergleich zu den Kontrollmäusen aufzeigen. Dies wurde 
histologisch durch eine Färbung des Lebergewebes mit Sirius Red verdeutlicht. 
Weiterhin wurde die gesteigerte Fibrose in den Mif -/- Mäusen durch die quantitative 
Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche und durch den Gehalt der Kollagen-
spezifischen Aminosäure Hydroxyprolin gezeigt. Beide Auswertungen zeigten eine 
signifikante Steigerung in den Mif -/- Mäusen.  
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Abb. 4: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen und den Mif -/- Mäusen nach 6 
Wochen CCl4-Behandlung (obere Abbildung), quantitative Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche 
aller Färbungen (untere, linke Abbildung), Konzentration der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber 
bei Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen (untere, rechte Abbildung). Die Gruppengröße beträgt     n = 12 
in jeder Gruppe; * P < 0,05   
 
 
Diese Ergebnisse waren sehr überraschend, da MIF als ein proinflammatorisches 
Zytokin betrachtet wird. Durch die toxische Schädigung der Leber werden 
Immunzellen in die Leber rekrutiert. Die Immunzellen und residente Leberzellen 
sezernieren Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren. Durch diesen Stimulus 
werden die hepatischen Sternzellen aktiviert, wodurch es zu einer gesteigerten 
Kollagensynthese kommt. Das gebildete Kollagen akkumuliert in der Leber und bildet 
das Narbengewebe der Fibrose (37). Außerdem ist aus den meisten 
inflammatorischen Krankheitsmodellen bekannt, dass Mif -/- Mäuse vor Schäden 
geschützt sind (79,80).  
Um diese unerwarteten Ergebnisse zu bestätigen, wurde ein zweites unabhängiges 
Fibrosemodell mit Mif -/- Mäusen und Wildtypmäusen durchgeführt. Die chronische 
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Leberschädigung wurde in dem zweiten Modell durch die intraperitoneale Gabe von 
TAA hervorgerufen. Auch hier wurde der Grad der Schädigung histologisch nach 
einer Sirius Red-Färbung bestimmt. Auch die quantitative Auswertung der Sirius 
Red-positiven Fläche, als auch die Bestimmung des Hydroxyprolingehalts in der 
Leber wurden in diesem Fibrosemodell durchgeführt. Das TAA-Modell bestätigt die 
erzielten Resultate nach Gabe von CCl4. Auch hier ist die Sirius Red-positive Fläche 
und der Gehalt der Aminosäure Hydroxyprolin signifikant in den Mif -/- Mäusen 
erhöht.  
 
 
    
           
 
  
Abb. 5: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen und den Mif -/- Mäusen nach 6 
Wochen TAA-Behandlung (obere Abbildung), quantitative Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche 
aller Färbungen (untere, linke Abbildung), Konzentration der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber 
bei Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen (untere, rechte Abbildung). Die Gruppengröße beträgt n = 12 in 
jeder Gruppe; * P < 0,05; ** P < 0,01   
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Nach diesen Ergebnissen wurden in beiden Fibrosemodellen die Expression von 
Fibrose-assoziierten Genen untersucht. Die Expression der vier Gene Col1a1, 
Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 wurde mittels einer qRT-PCR durchgeführt. Die Ergebnisse 
zeigen deutlich, dass die Expression der vier untersuchten Gene in den Mif -/- 
Mäusen signifikant erhöht ist. Diese Ergebnisse wurden in beiden unabhängigen 
Schädigungsmodellen erzielt. 
 
 
  
               
Abb. 6: Expression der Fibrose-assoziierten Gene Col1a1, Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 in 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 6 Wochen CCl4-Behandlung (linke Abbildung) und nach 6 
Wochen TAA-Behandlung (rechte Abbildung); * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001   
 
 
Es ist bekannt, dass MIF für die Rekrutierung von Immunzellen verantwortlich ist. 
Dies geschieht durch eine Interaktion von MIF mit CXCR2 und CXCR4 (71,72). 
Weiterhin ist bekannt, dass die Leberfibrose durch ein Zusammenspiel zwischen den 
infiltrierenden Immunzellen und eine darauffolgende Aktivierung der hepatischen 
Sternzellen ausgelöst wird. Aus diesem Grund wurden in einem weiteren Versuch die 
Immunzellen bestimmt, die ausgelöst durch die chronische Schädigung sowohl durch 
das CCl4 als auch durch das TAA in die Leber infiltriert waren.  
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Abb. 7: FACS-Analyse der infiltrierenden Immunzellen zwischen den Wildtypmäusen und den Mif -/- 
Mäusen nach 6 Wochen CCl4-Behandlung (linke Abbildung) und nach 6 Wochen TAA-Behandlung 
(rechte Abbildung).  
 
 
Die FACS-Analyse der infiltrierenden Immunzellen in den beiden Fibrosemodellen 
zeigt, dass es keinen entscheidenden Unterschied in den einzelnen 
Leukozytenpopulationen zwischen den beiden Mausstämmen gibt. Sowohl die hier 
untersuchten NK-, NKT- und T-Zellen sind in den Mif -/- Mäusen und den 
Wildtypmäusen in gleichem Maße in die Leber rekrutiert worden. Auch die Population 
der Makrophagen zeigt nach der CCl4-Behandlung keinen Unterschied zwischen den 
knockout- und den Wildtypmäusen.   
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1.6 Zielsetzung 
 
In der folgenden Arbeit sollte auf den bisher erzielten Ergebnissen der Leberfibrose 
in den Mif -/- Mäusen und den Wildtypmäusen aufgebaut werden. Bekannt war, dass 
MIF antifibrotisch in den chronisch, toxischen Fibrosemodellen ist. Es wurde der 
Phänotyp beschrieben und weiterhin wurde gezeigt, dass die Rekrutierung der 
Leukozyten durch die Deletion von Mif nicht verändert war.  
Zunächst sollte der Einfluss von hepatischen Sternzellen während der Fibrogenese 
untersucht werden. Dies wurde sowohl in der Leber der Versuchstiere untersucht als 
auch mit der immortalisierten, murinen Sternzelllinie GRX in vitro. Weiterhin sollte 
untersucht werden an welchen Rezeptor MIF in diesen Modellen bindet. Daher 
wurden die MIF-Rezeptoren CXCR2, CXCR4 und CD74 ebenfalls in diesem Projekt 
untersucht.  
Ein weiteres Augenmerk sollte bei der therapeutischen Relevanz des Zytokins MIF 
liegen. Hier wurde in einem Schädigungsmodell täglich rekombinantes MIF appliziert, 
um zu sehen, ob dies einen Einfluss auf den Grad der Schädigung zeigt. 
Außerdem sollte der Einfluss von MIF zusätzlich noch in metabolischen Versuchen 
untersucht werden. Hierbei wurde die Leber ebenfalls einer chronischen Schädigung 
unterzogen, jedoch nicht durch ein Toxin, wie in den vorherigen Versuchen, sondern 
durch eine fettreiche Diät und durch eine Mangeldiät. Diese beiden Schädigungen 
sollten anschließend miteinander verglichen werden und der Unterschied zwischen 
Wildtypmäusen und Mäusen mit einer Deletion des Mif Gens sollte aufgezeigt 
werden. Auch in diesen metabolischen Modellen sollte mit Hilfe von                          
in vitro -Versuchen dargestellt werden, welche Zellen in diesem Schädigungsmodell 
eine entscheidende Rolle spielen könnten und welcher Mechanismus der 
Schädigung zu Grunde liegen könnte.  
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien 
Salzsäure     AppliChem 
Formaldehyd    AppliChem 
Ethanol     AppliChem 
Schwefelsäure    AppliChem 
Nonidet     AppliChem 
Milchpulver     AppliChem 
EDTA      AppliChem 
EGTA      AppliChem 
Hydroxyprolin    AppliChem 
Natriumazid     AppliChem 
Methanol     VWR 
Isopropanol     VWR 
Essigsäure     Merck 
Trypanblau     Merck  
Natriumhydroxid    Merck 
Zitronensäure    Merck 
Natriumacetat    Merck 
Chloroform     Merck 
Natriumchlorid    KMF optiChem 
Natriumdihydrogenphosphat  Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat  Roth 
Kaliumchlorid    Roth 
Tris-Base     Roth 
SDS      Roth 
DOC      Roth 
Saccharose     Roth 
Tween 20     Roth 
Mayer’s Hämalaun    Roth 
Chloramin-T     Sigma-Aldrich 
Natriumcitrat     Sigma-Aldrich 
Perchlorsäure    Sigma-Aldrich 
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Ehrlich´s Reagenz    Sigma-Aldrich 
Hepes     Sigma-Aldrich 
BSA      Sigma-Aldrich 
DTT      Sigma-Aldrich 
Oil Red O     Sigma-Aldrich 
Compound C    Sigma-Aldrich 
Ölsäure     Sigma-Aldrich 
 
Proteine 
Rekombinantes murines MIF  R&D Systems 
Rekombinantes human PDGF-B  Peprotech 
Rekombinantes murines IL-1β  PromoCell 
 
Materialien 
Ponceau     Sigma-Aldrich 
Trypsininhibitor    Sigma-Aldrich 
Stripping Lösung    Thermo Scientific 
Isofluran     Abbott 
Glukose 40%    Braun 
NaCl 0,9%     Braun 
Ketamin     CEVA Sante Animale 
Rompun     medistar 
SYBR Green     Invitrogen 
Kollagenase     Roche 
FCS      Biowest 
high fat -Diät     Harlan Teklad 
MCD-Diät     MP Biomedicals Europe 
SeeBlue Protein Standard   Invitrogen 
Kollagenase Typ1    Worthington 
Penicillin/Streptomycin   PAA 
L-Glutamin     PAA 
Heparin-Natrium 25000   ratiopharm 
Tetrachlorkohlenstoff   Merck 
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Antikörper 
Anti-CD74     BD Pharmingen 
Anti-αSMA     Epitomics 
Anti-CD45     eBioscience 
Anti-CD3     eBioscience 
Anti-CD4     eBioscience 
Anti-CD8     eBioscience 
Anti-NK1.1     eBioscience 
 
Isotypkontrollen 
für CD74: Rat IgG2B Fluorescein Isotype Control (Clone 141945) 
für CXCR4: Rat IgG2B Phycoerythrin Isotype Control (Clone 141945) 
für CXCR2: Rat IgG2A Phycoerythrin Isotype Control (Clone 54447) 
alle Isotypkontrollen sind von R&D Systems 
 
 
2.2 Murine in vivo -Experimente 
 
Alle vorgenommenen Tierexperimente wurden durch das Komitee des Landesamtes 
für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt.  
Die in dieser Arbeit eingesetzten knockout -Mauslinien Mif -/-, Cd74 -/- und Cxcr4 +/- 
wurden auf dem genetischen Hintergrund des Stammes C57BL/6 konstruiert. Als 
Kontrollmäuse wurden Wildtypmäuse aus dem Stamm C57BL/6 von Charles River 
verwendet.  
Bei den chronischen Schädigungsmodellen zur Induktion einer Leberfibrose wurde 
sowohl den knockout -Mäusen als auch den Wildtypmäusen Tetrachlorkohlenstoff 
(CCl4) injiziert. Das CCl4 wird in Speiseöl gelöst. Das Speiseöl dient als 
Trägersubstanz für das CCl4. Die Injektionen erfolgen über einen Zeitraum von 
insgesamt 6 Wochen. Den Mäusen werden pro Woche zwei Injektionen mit einer 
Konzentration von 0,6 ml/kg Körpergewicht verabreicht. Das injizierte Volumen 
beträgt jeweils 50 µl und es wird den Mäusen intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Somit 
erhalten die Mäuse über das gesamte Experiment zwölf Injektionen CCl4. Diese 
Angaben gelten für die drei knockout -Stämme Mif -/-, Cd74 -/- und Cxcr4 +/- und die 
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Wildtypmäuse. Bei den Mif -/- Mäusen betrug die Gruppengröße n = 12, während die 
Gruppengröße bei den Cd74 -/- und den Cxcr4 +/- Mäusen n = 8 betrug.  
In einem pharmakologischen Ansatz wird Wildtypmäusen (n = 6) täglich biologisch 
aktives, endotoxin-freies, rekombinantes MIF intraperitoneal injiziert. Der 
Kontrollgruppe (n = 6) wird nur das Vehikel (Natriumphosphatpuffer, 20 mM,          
pH-Wert 7,2) injiziert. Gleichzeitig erhalten die Mäuse aus beiden Gruppen CCl4 über 
einen Zeitraum von 10 Tagen.  
Alle Mäuse werden nach Beendigung des Experiments mittels einer Isofluran-
Narkose und einer anschließenden zervikalen Dislokation getötet. Die Tötung der 
Mäuse wird immer 3 Tage nach der letzten Injektion durchgeführt, da an diesem 
Zeitpunkt der Peak der Fibrose zu erwarten ist (81). Nach der Tötung der Mäuse wird 
zunächst der Bauchraum geöffnet. Den Mäusen wird anschließend durch eine 
Kardiozentese das Herzblut entnommen. Im Anschluss an die Kardiozentese erfolgt 
die Perfusion der Leber. Hierfür wird die Leber über die Pfortader mit 10 ml PBS 
gespült und anschließend wird die gesamte Leber entnommen. 
In allen Mäusen wird die entstandene Leberfibrose histologisch bewertet durch eine 
Quantifizierung der Sirius Red-positiven Fläche. Diese Quantifizierung wird mit Hilfe 
der Software ImageJ durchgeführt. Weiterhin wird von allen Leberproben qRT-PCRs 
von Fibrose-assoziierten Genen durchgeführt. Der Kollagengehalt in den Lebern der 
behandelten Mäuse wird durch die Bestimmung der Aminosäure Hydroxyprolin 
gemessen.     
 
Ein weiterer Ansatz der untersucht werden sollte, ist die metabolische Schädigung. 
Hierfür wurde sowohl den knockout -Mäusen als auch den Wildtypmäusen eine     
high fat -Diät (HFD) über einen Zeitraum von 16 Wochen gefüttert (n = 7). Bei der        
high fat -Diät stammen 60% der Kalorien aus Fetten. Während der 16 Wochen 
werden das Körpergewicht und die Futteraufnahme einmal pro Woche bestimmt. Am 
Ende des Experiments wird bei den Mäusen ein Glukose-Toleranz-Test (GTT) 
durchgeführt. Bei diesem Test wird zunächst einmal der Nüchtern-Glukose-Blutwert 
bei den Mäusen bestimmt. Im Anschluss an diese Messung wird den Mäusen 40% 
Glukose intraperitoneal (i.p.) gespritzt (25 µl pro 10 g Körpergewicht). Nach der 
Glukosegabe werden die Blutzuckerwerte alle 30 min erneut bestimmt. Diese 
Messung erfolgt für 180 min oder bis der Blutzuckerwert wieder den Ausgangswert 
erreicht hat. 
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In einem weiteren metabolischen Schädigungsmodell bekommen die Mausstämme 
eine Methionin- und Cholin-defiziente Diät (MCD) über einen Zeitraum von 8 Wochen 
(n = 10). Auch in diesem Diätmodell wird das Körpergewicht der Mäuse einmal pro 
Woche bestimmt. Nach Beendigung der Fütterung werden die Mäuse durch eine 
Isofluran-Narkose mit einer anschließenden zervikalen Dislokation getötet. Auch 
nach den Fütterungsmodellen wird den Mäusen der Bauchraum geöffnet und 
zunächst das Herzblut mittels Kardiozentese entnommen. Im Anschluss an die 
Kardiozentese wird die Leber mit 10 ml PBS perfundiert und vollständig entnommen. 
Bei allen Mäusen wird die Verfettung der Leber histologisch mittels einer                   
Oil Red O-Färbung gezeigt. Außerdem wird der Triglyzeridgehalt in den 
geschädigten Lebern nachgewiesen und es werden qRT-PCRs von Lipogenese-
assoziierten Genen durchgeführt.   
  
 
2.3 FACS-Analyse zur Bestimmung der Immunzellinfiltration und Expression 
der Oberflächenrezeptoren CD74, CXCR4 und CXCR2 
 
Materialen 
 
• HBSS komplett: HBSS der Firma PAA mit 1,5 ml EDTA (100 mM) und 1 ml 
BSA (30%) komplettieren 
• Kollagenase 1:10 mit HBSS verdünnen 
• Blocking Puffer: 5 ml PBS werden mit jeweils 100 µl Maus-, Human- und 
Kaninchenserum versetzt und zusätzlich 333 µl BSA (30%). Das Gemisch 
wird anschließend 1:10 mit HBSS komplett verdünnt 
• PBS: Es werden 23,38 g NaCl, 0,37 g KCl, 2,27 g NaH2PO4 und 0,408 g 
KH2PO4 auf 2 Liter mit Wasser aufgefüllt und ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
• Lymphocyte der Firma PAA 
• Antikörper gegen CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1; CD74, CXCR4, CXCR2  
• Isotypkontrollen: CD74: Rat IgG2B Fluorescein  
CXCR4: Rat IgG2B Phycoerythrin  
CXCR2: Rat IgG2A Phycoerythrin  
 
 
                                                                                                   Material und Methoden 
                                                                                                                                  28
Durchführung 
 
2.3.1 Bestimmung der Immunzellinfiltration aus Leberlysaten 
 
Die Bestimmung der Immunzellinfiltration in die Leber mittels einer FACS-Analyse 
erfolgt direkt nach der Entnahme der Leber. Für die FACS-Analyse wird die Leber 
zunächst in PBS gewaschen und anschließend in 5 ml Kollagenase zerkleinert. Der 
Verdau der Leber erfolgt bei 37°C im Brutschrank für 45 min. Nach dem Verdau wird 
die Leber mit Hilfe einer 10 ml Spritze geschert und dann durch ein Nylonsieb 
(Porengröße: 70 µm) in ein 50 ml Falcon filtriert. Das Nylonsieb wird mit zusätzlichen 
10 ml HBSS gewaschen. Von dieser Lebersuspension werden 200 µl abgenommen 
und in ein neues 15 ml Falcon überführt und zunächst auf Eis gestellt. Dieser Ansatz 
dient der Bestimmung der absoluten Immunzellinfiltration in die gesamte Leber. Die 
restliche Lebersuspension wird mit 6 ml Lymphocyte unterschichtet. Nachdem die 
einzelnen Leberproben unterschichtet sind, werden die Proben bei Raumtemperatur 
und 2000 rpm für 20 min zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgt ohne Bremse, da 
hierdurch ein Gradient aufgebaut wird. Nach Beendigung der Zentrifugation wird die 
obere Fettschicht abgesaugt. Die mittlere Phase, in der sich die Immunzellen 
befinden, wird in ein neues 15 ml Falcon überführt. Die untere Phase, in der sich die 
Hepatozyten und das Lymphocyte befinden, wird verworfen. Die Mittelphase wird in 
dem neuen 15 ml Falcon mit HBSS auf ein Gesamtvolumen von 14 ml aufgefüllt und 
anschließend werden die Proben erneut zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgt bei 
4°C und 1600 rpm für 7 min, wobei nun die Bremse wieder aktiv ist. Nach diesem 
Zentrifugationsschritt erkennt man die Immunzellen als Pellet im Falcon. Zunächst 
wird der Überstand von den Proben vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 1 ml 
HBSS resuspendiert. Ab jetzt werden auch die Ansätze aus dem gesamten 
Leberextrakt weiter behandelt. Alle Proben werden erneut bei 4°C und 1600 rpm für 
7 min zentrifugiert. Der Überstand wird bei allen Proben vorsichtig abgesaugt und 
das Pellet in 200 µl Blocking Puffer, in dem jeweils 1 µl pro Antikörper (Verhältnis 
1:200) gelöst ist, resuspendiert. Die Immunzellen werden mit Fluorochrom-
konjugierten Antikörpern gegen CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1 gefärbt. Die Proben 
inkubieren für 20 min bei 4°C im Dunkeln. Nach der Inkubation erfolgte eine weitere 
Zentrifugation bei 4°C und 1600 rpm für 7 min. Anschließend wird der Überstand 
abgesaugt und das Pellet mit 1 ml HBSS gewaschen. Nach diesem letzten 
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Waschschritt wird das Pellet in 200 µl 1% Formalin resuspendiert und die Proben 
werden im FACS Canto II der Firma Becton Dickinson  gemessen. Die Auswertung 
erfolgt mit Hilfe des Programms FlowJo der Firma Tree Star.  
 
 
2.3.2 FACS-Analyse der Expression von CXCR2, CXCR4 und CD74 aus Zellkulturen 
 
Zur Bestimmung der Expression der Oberflächenrezeptoren werden entweder 
immortalisierte Sternzellen der Linie GRX oder primäre Sternzellen mit Fluorchrom-
konjugierten Antikörper gegen CD74 (FITC-konjugiert), CXCR4 und CXCR2 (beide 
PE-konjugiert) gefärbt. Für die Kontrolle werden die Zellen mit der entsprechenden 
Isotypkontrolle (R&D Systems) markiert. Die Zellen werden anschließend im FACS 
Canto (BD Bioscience) analysiert und mit Hilfe des Programms FlowJo der Firma 
Tree Star ausgewertet.    
 
 
2.4 Bestimmung des Hydroxyprolingehalts in der Leber 
  
Material 
 
• Hydroxyprolin-Standard: Es werden 100 mg Hydroxyprolin in 100ml 
Isopropanol (50%) gelöst. Dieser Standard wird nochmals 1:10 mit 50% 
Isopropanol verdünnt. 
• Puffer A: Es werden 3,4 g NaOH, 3,4 g Zitronensäure Monohydrat,                
12 g Natriumacetat Trihydrat in 100 ml Wasser gelöst und ein pH-Wert von 6,0 
mit Essigsäure eingestellt. 
• Puffer B: Es werden 60 ml Isopropanol mit 33 ml Wasser und 39 ml Puffer A 
gemischt 
• 0,6% Chloramin-T-Lösung: Es werden 300 mg Chloramin-T in 50 ml Puffer B 
gelöst 
• Ehrlich´s Reagenz: Es werden 3 g Ehrlich´s Reagenz in 26 ml Isopropanol 
und 8 ml Perchlorsäure (50%) gelöst. 
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Durchführung 
 
Zur Bestimmung des Hydroxyprolingehalts in der Leber wird zunächst 50 mg der 
geschädigten Leber in 1 ml 6 N Salzsäure (HCl) in einem 15 ml Falcon 
aufgenommen. Die Leber wird homogenisiert und anschließend für 16 h bei 110°C 
im Ofen inkubiert. Nach den 16 h werden die Proben durch einen Faltenfilter in ein 
neues 15 ml Falcon filtriert. Aus dem gewonnenen Filtrat werden zweimal 15 µl in 
neue 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Zu jeder Probe wird 15 µl 
Methanol gegeben und dann werden die Proben unter Stickstoff bei 37°C eingeengt. 
Das entstandene Kristallisat wird in 50 µl 50% Isopropanol gelöst. Zum Lösen des 
Kristallisats werden die Proben gevortext. Des Weiteren wird eine Standardreihe aus 
reinem Hydroxyprolin hergestellt. Diese Standardreihe durchläuft die gleichen 
Schritte wie die zu bestimmenden Proben. Zu den Proben und dem Standard werden 
100 µl einer 0,6% Chloramin-T Lösung pipettiert. Nachdem die Proben vermischt 
wurden, müssen sie 10 min bei Raumtemperatur inkubieren. Nach der Inkubation 
werden 100 µl frisch zubereitete Ehrlich´s Reagenz zugegeben und weitere 45 min 
bei 50°C im Thermoblock inkubiert. Zur Bestimmung des Hydroxyprolingehalts 
werden 200 µl der Proben und des Standards in eine 96 well -Platte pipettiert. Es 
wird die Absorption bei 570 nm in einem Photometer bestimmt.  
 
 
2.5 Isolation von RNA aus Lebergewebe 
 
Material 
 
• peqGold RNA Pure der Firma peqlab 
• Chloroform, Isopropanol und 70% Ethanol   
 
Zu Beginn der RNA Isolation wird ein kleines Stück der Leber in 500 µl peqGold RNA 
Pure in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß aufgenommen. Mit Hilfe eines Ultra 
Turrax werden die Leberproben homogenisiert und anschließend für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation werden 100 µl kaltes Chloroform 
hinzugefügt und das Gemisch wird kräftig geschüttelt und für weitere 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubation werden die Proben gelegentlich 
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geschüttelt und im Anschluss bei 12000 rpm und Raumtemperatur für 5 min 
zentrifugiert. Die bei der Zentrifugation entstandene obere, wässrige Phase wird in 
ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Hierzu wird 500 µl kaltes 
Isopropanol hinzugefügt. Die Proben werden gut gemischt und für 15 min auf Eis 
inkubiert und erneut bei 12000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand 
wird von allen Proben abgesaugt und verworfen and das Pellet wird zweimal mit 
kaltem 70% Ethanol gewaschen. Nach jedem Waschschritt werden die Proben bei 
12000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Zum Schluss wird das Pellet an der Luft 
getrocknet. Das getrocknete Pellet wird dann in 50 µl Wasser gelöst. 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt photometrisch. Hierfür werden 2 µl 
der Probe mit 70 µl Wasser vermischt. Dann wird die Absorption bei einer 
Wellenlänge von 260 nm im Photometer bestimmt. Das Verhältnis der optischen 
Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm (OD260) zur RNA-Konzentration beträgt 
OD260 = 1 entspricht 40 ng/mL RNA. Die Reinheit der RNA wird ebenfalls 
photometrisch bestimmt. Hierfür wird das Verhältnis zwischen OD260 und OD280 
bestimmt.  
 
 
2.6 cDNA Synthese aus RNA 
 
Die RNA wird mit dem Kit der Firma Fermentas in cDNA umgeschrieben. Nach der 
Bestimmung der RNA Konzentration wird errechnet wie viel der isolierten RNA 
eingesetzt werden muss, um 2000 ng RNA umzuschreiben. Hierfür rechnet man 
2000 ng/Konzentration. Die eingesetzte RNA wird mit Wasser aufgefüllt, so dass 
man ein Volumen von 14 µl erhält. Zu der RNA wird noch zusätzlich 4 µl 5x Reaction 
Mix und 2 µl Maxima Enzyme Mix hinzu pipettiert, so dass das Endvolumen 20 µl 
beträgt.  
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Es werden folgende Inkubationsschritte mit Hilfe eines PCR-Cyclers der Firma 
Biometra durchgeführt:  
  
1. 10 min bei 25°C 
    2. 15 min bei 50°C 
    3. 5 min bei 85°C 
 
Die so erhaltene cDNA kann direkt für eine qRT-PCR eingesetzt werden. 
 
 
2.7 Analyse der Genexpression mittels quantitativer Real Time-PCR 
 
Zur Untersuchung der Expression der Fibrose-assoziierten Gene und der 
Lipogenese-assoziierten Gene wird eine quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) 
durchgeführt. Für die qRT-PCR wird 1,6 µl der cDNA in Doppelbestimmung in eine 
96 well -Platte pipettiert und zusätzlich noch 18,4 µl des folgenden Prämixes: 
  
1. 10 µl SYBR Green qPCR SuperMix (Invitrogen) 
    2. 0,4 µl forward Primer (10 µM)   
    3. 0,4 µl reverse Primer (10 µM) 
    4. 7,6 µl Wasser 
 
So erhält man ein Gesamtvolumen von 20 µl. Diese Ansätze durchlaufen dann 
folgendes Programm:  
1. 2 min bei 50°C 
    2. 10 min bei 95°C 
    3. 15 sec bei 95°C 
    4. 1 min bei 60°C 
 
Die Schritte 1 und 2 dienen der Aktivierung der Reaktion. Der Schritt Nummer 3 dient 
der Denaturierung der cDNA und der 4. Schritt dient der Hybridisierung (Annealing) 
der Primer an die cDNA. Von den Schritten 3 und 4 werden 40 Zyklen während einer 
qRT-PCR durchlaufen. Zusätzlich läuft bei jeder qRT-PCR noch β-Aktin als interne 
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Kontrolle mit. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der Pfaffl-Methode, wodurch die 
relative Expression der Gene ermittelt wird.  
Um die Expression der Gene Col1a1, Timp1 und Tgfβ1 zu bestimmen, werden 
sogenannte „Assays on Demand“ der Firma Applied Biosystems eingesetzt. Diese 
findet man unter http://www.appliedbiosystems.com.  
 
 
Primer 
 
Dgat1 for:   5’ TCA CCA CAC ACC AAT TCA GG 3’ 
Dgat1 rev:   5’ GAC GGC TAC TGG GAT CTG A 3’ 
Dgat2 for:   5’ GAA GAT GTC TTG GAG GGC TG 3’ 
Dgat2 rev:   5’ CGC AGC GAA AAC AAG AAT AA 3’ 
Lxra for:   5’ CGA CAG AGC TTC GTC CAC AA 3’ 
Lxra rev:   5’ GCT CGT TCC CCA GCA TTT T 3’ 
Srebp1 for:   5’ GGC AAA GGA GGC ACT ACA G 3’ 
Srebp1 rev:   5’ AGA TAG CAG GAT GCC AAC AG 3’ 
Acc for:   5’ TGT CCG CAC TGA CTG TAA CCA 3’ 
Acc rev:   5’ TGC TCC GCA CAG ATT CTT CA 3’ 
Fas for:    5’ GGT GTC TGA CAC TGG CAA TCT G 3’ 
Fas rev:   5’ CGC AGC TCC TTG TAT ACT TCT CC 3’ 
Mmp2 for:   5’ GCA AGT TTC CGT TCC GCT TCC 3’ 
Mmp2 rev:   5’ CAG TAC CAG TGT CAG TAT CAG C 3’ 
αSma for:   5’ TAT GTG TGA AGA GGA AGA CAG CA 3’ 
αSma rev:   5’ ACA GCC TGA ATA GCC ACA TAC AT 3’ 
β-Aktin for:   5’ CTG ACT GAC TAC CTC ATG AAG ATC CT 3’ 
β-Aktin rev:   5’ CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC C 3’ 
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2.8 Proteinisolation aus Lebergewebe 
 
Material 
 
• RIPA-Puffer: Es werden 2,42 g Tris-HCl, 8,76 g NaCl, 1 g SDS, 5 g DOC und 
20 ml Nonidet in einem Liter Wasser gelöst und ein pH-Wert von 7,2 
eingestellt. Die Zugabe von 100 µl des Phosphatase-Inhibitors (Sigma-Aldrich) 
und von einer Tablette des Protease Inhibitor Mix der Firma Roche auf 10 ml 
Puffer erfolgt unmittelbar vor dem Beginn des Experiments. 
 
Durchführung  
 
Bei der Proteinisolation wird zunächst ein Stück Leber in 1 ml RIPA-Puffer in ein    
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und sofort mit Hilfe eines Teflon-
Homogenisators zerkleinert. Das hieraus entstandene Homogenisat wird für eine 
halbe Stunde auf Eis inkubiert. Während dieser Zeit sollen die Proben regelmäßig 
gevortext werden. Nach Beendigung der Inkubation werden die Proben bei       
13000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand jeder 
Probe in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und kann dann zur 
Proteingehaltsbestimmung eingesetzt werden.   
Die Proteinkonzentration wird mit Hilfe des bicinchoninic acid (BC) Assays der Firma 
Interchim bestimmt. In diesem Assay wird die optische Absorption von Kupfer (Cu+) 
gemessen, der aus Cu2+ reduziert wurde nachdem Cu2+ an das Protein bindet.  
Hierfür wird 10 µl des isolierten Proteins in Dreifachbestimmung in eine 96 well -
Platte pipettiert. Zusätzlich wird eine aus BSA bestehende Standardreihe pipettiert. 
Zu den Proben und dem Standard wird 200 µl des vorher hergestellten BC Assay 
Reagenz gegeben. Das Reagenz wird im Verhältnis 50:1 aus den beiden Lösungen 
A und B hergestellt. Die Proben inkubieren bei Raumtemperatur für 2 h und 
anschließend wird die Absorption bei 562 nm im Photometer gemessen.  
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2.9 Analyse von Proteinen mittels Western Blot 
 
Material 
 
• SDS-Gel, NuPage LDS Sample Puffer  und MOPS Puffer der Firma Invitrogen 
• Antikörper für α-Sma und Gapdh  
• Antikörper gegen Kaninchen Immunoglobulin  
• TBS-T: Es werden 2,42 g Tris-Base und 8 g NaCl in einem Liter Wasser 
gelöst und ein pH-Wert von 7,6 mit HCl eingestellt und mit 500 µl Tween 20 
versetzt 
• Entwicklerlösung der Firma Thermo Scientific 
• Protein-Standard der Firma Invitrogen 
 
Durchführung 
 
Es werden 50 µg Protein im SDS-Gel eingesetzt. Das errechnete Volumen wird auf 
15 µl mit RIPA-Puffer aufgefüllt. Zusätzlich werden noch 4 µl NuPage LDS Sample 
Puffer und 1 µl DTT zu jeder Probe hinzugefügt. Die Proben werden gut gemischt 
und kurz zentrifugiert. Anschließend inkubieren die Proben bei 72°C für 10 min im 
Thermoblock. In dieser Zeit wird die Gelkammer zusammengesetzt. Bei den Gelen 
handelt es sich um Fertiggele der Firma Invitrogen. Das Gel kommt in eine 
Gelkammer mit MOPS-Puffer. In die einzelnen Geltaschen kommen 20 µl der Probe 
und in eine Geltasche wird 7 µl Standard aufgetragen. Das Gel läuft im Anschluss für 
2 h bei 120 Volt. Nachdem die Proteine im SDS-Gel aufgetrennt sind, werden sie auf 
eine Nitrozellulosemembran geblotet. Dies geschieht bei einer Spannung von 40 Volt 
für 2 h. Zur Kontrolle ob das Bloten auf die Nitrozellulosemembran funktioniert hat, 
wird die Membran mit Ponceau für 10 min gefärbt. Durch Ponceau werden die 
Proteine rot angefärbt und man kann erkennen, ob in den einzelnen Taschen gleich 
viel Protein eingesetzt worden ist. Danach wird die Membran dreimal für jeweils        
5 min mit TBS-T gewaschen und mit 5% Milchpulver werden die Proteine für 60 min 
auf der Membran geblockt. Im Anschluss wird der Blot erneut gewaschen. Nach dem 
Waschen wird der 1. Antikörper gegen α-Sma zur Membran gegeben. Der Antikörper 
wird in TBS-T gelöst und zwar in einem Verhältnis von 1:5000. Die Inkubation des 1. 
Antikörpers erfolgt bei 4°C auf einem Schüttler über Nacht. Am nächsten Tag wird 
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die Membran zunächst dreimal für jeweils 5 min bei Raumtemperatur mit TBS-T 
gewaschen. Als nächstes wird der 2. Antikörper zur Membran hinzugefügt. Dieser 
Antikörper wird ebenfalls in einem Verhältnis von 1:5000 in TBS-T verdünnt und ist 
gegen den 1. Antikörper gerichtet. Die Inkubationszeit beträgt für den 2. Antikörper   
1 h bei Raumtemperatur. Zum Schluss wird der Blot noch einmal gewaschen und es 
werden anschließend 1,5 ml ECL gleichmäßig auf der Membran verteilt. Die nun 
einsetzende Chemiluminiszenz kann mit Hilfe des LAS Readers detektiert werden.  
Zur Bestimmung des Kontrollproteins kann die Membran mit den Proteinen weiter 
verwendet werden. Hierbei muss der Blot zunächst dreimal für jeweils 5 min mit  
TBS-T gewaschen werden und dann mit einer Stripping-Lösung für 15 min bei 
Raumtemperatur inkubieren. Nachdem der Blot erneut gewaschen wurde, muss die 
Membran wieder in 5% Milchpulver geblockt werden. Nach einem weiteren 
Waschschritt inkubiert die Membran für 1 h mit dem 1. Antikörper. Dieser 1. 
Antikörper ist gegen Gapdh gerichtet und wurde ebenfalls 1:5000 in TBS-T verdünnt. 
Nach der Inkubation und einem Waschschritt inkubiert der Blot für 1 h mit dem 2. 
Antikörper, der wieder gegen den 1. Antikörper gerichtet ist. Nachdem der Blot 
erneut gewaschen wurde und das ECL auf die Membran aufgetragen wurde, kann 
der Blot mit Hilfe des LAS Readers detektiert werden. 
 
 
2.10 Bestimmung von Adipozytokinen im Blutserum mittels ELISA 
 
Material 
 
• ELISA-Kit der Firma R&D Systems zur Bestimmung von Adiponektin und 
Leptin  
• Waschpuffer: 0,05% Tween 20 in PBS lösen und anschließend einen pH-Wert 
von 7,2-7,4 einstellen 
• Reagent diluent (Adiponektin): 1% BSA in PBS lösen und einen pH-Wert von 
7,2-7,4 einstellen und anschließend durch einen Faltenfilter filtrieren 
• Reagent diluent (Leptin): 5% Tween 20 in PBS lösen und einen pH-Wert von 
7,2-7,4 einstellen und anschließend durch einen Faltenfilter filtrieren. 
• Blockpuffer (Leptin): 5% Tween 20 und 0,05% NaN3 in PBS lösen.   
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Durchführung 
 
Zunächst wird der capture -Antikörper in PBS verdünnt (2 µg/mL). Mit diesem 
Antikörper wird eine 96 well -Platte mit jeweils 100 µl pro well beschichtet. Die 
beschichtete 96 well -Platte inkubiert über Nacht bei Raumtemperatur. Am nächsten 
Tag wird die Platte zunächst dreimal mit jeweils 400 µl Waschpuffer gewaschen. Im 
nächsten Schritt wird in jedes well 300 µl reagent diluent pipettiert um den Antikörper 
auf der Platte zu blocken und anschließend für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach einem erneuten Waschschritt werden 100 µl der Proben und einer 
Standardreihe aufgetragen. Die Proben inkubieren für 2 h bei Raumtemperatur mit 
dem geblockten Antikörper. Es folgt ein weiterer Waschschritt und anschließend wird 
in jedes well 100 µl eines detection Antikörpers (Adiponektin: 50 ng/ml,             
Leptin: 200 ng/ml in reagent diluent) hinzu pipettiert. Der detection Antikörper 
inkubiert ebenfalls für 2 h bei Raumtemperatur. Nach den 2 h wird die Platte erneut 
gewaschen und es werden in jedes well 100 µl Streptavidin-HRP hinzugefügt und für 
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgt wieder ein Waschschritt und eine 
Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur mit 100 µl Substratlösung. Zum Schluss 
wird die Reaktion mit 50 µl 2 N Schwefelsäure gestoppt. Die Adipozytokin-Level 
werden bei einer Adsorption von 450 nm im Photometer gemessen.   
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2.11 Oil Red O-Färbung von Zellen 
 
Material 
 
• Oil Red O-Lösung: Es werden 175 mg Oil Red O in 50 ml Isopropanol gelöst 
und über Nacht bei 37°C gerührt. Die Lösung wird durch einen Faltenfilter 
filtriert. Die Arbeitslösung besteht aus 3 Teilen Stammlösung und 2 Teilen 
Wasser und wird vor dem Experiment frisch angesetzt. 
 
Durchführung 
 
Oil Red O ist ein fettlöslicher Azofarbstoff, der zur Darstellung von Triglyzeriden in 
fixierten Zellen verwendet wird.  
Zunächst wird das vorhandene Medium von den Zellen abgesaugt und anschließend 
werden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Durch Zugabe von 2 ml                      
10% Formaldehyd werden die Zellen auf der Platte fixiert. Die Zellen inkubieren mit 
dem Formaldehyd für 5 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubationszeit wird das 
Formaldehyd vorsichtig abgesaugt und die Zellen werden mit 1 ml 60% Isopropanol 
gewaschen. Anschließend werden die Zellen an der Luft getrocknet. Zum Anfärben 
der Triglyzerid-Tröpfchen inkubieren die Zellen für 1 h bei Raumtemperatur in 2 ml 
Oil Red O-Arbeitslösung. Nach der Inkubation wird die Farblösung vorsichtig von den 
Zellen abgesaugt und im Anschluss werden die Zellen viermal mit Wasser 
gewaschen. Zum Auswerten der Färbung werden Fotos unter dem Mikroskop 
gemacht, wobei die Zellen mit 1 ml Wasser bedeckt sind.  
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2.12 Oil Red O-Färbung von Lebergewebe 
 
Material 
 
• Oil Red O-Lösung: Es werden 175 mg Oil Red O in 50 ml Isopropanol gelöst 
und über Nacht bei 37°C gerührt. Die Lösung wird durch einen Faltenfilter 
filtriert. Die Arbeitslösung besteht aus 3 Teilen Stammlösung und 2 Teilen 
Wasser und wird vor dem Experiment frisch angesetzt. 
• Mayers Hämalaun  
 
Durchführung 
 
Von den in Tissue-Tek ® (O.C.T. TM Compound) eingebetteten Lebergeweben 
werden in einem Kryotom bei -20°C 8 µm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte 
werden auf einen Objektträger überführt. Anschließend werden diese 
Gewebeschnitte für 5 min in 3% Formaldehyd auf dem Objektträger fixiert. Nachdem 
die Schnitte fixiert sind, werden sie dreimal mit PBS gewaschen. Zum Anfärben der 
Triglyzerid-Tröpfchen werden die Schnitte für 50 min bei Raumtemperatur in Oil Red 
O-Färbelösung inkubiert. Nach der Färbung werden die Schnitte dreimal mit Wasser 
gewaschen. Zum Anfärben der Zellkerne werden die Proben für 5 min mit Mayers 
Hämalaun gefärbt. Anschließend werden die Schnitte für 10 min in Leitungswasser 
eingelegt. Zum Schluss werden die angefärbten Gewebeschnitte mit Kunstharz unter 
einem Deckglas eingedeckt.   
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2.13 Bestimmung der Triglyzeride aus dem Lebergewebe 
 
Material 
 
• Homogenisierungspuffer: Es werden 0,06 g Tris-Base, 0,037 g EDTA und 
4,27 g Saccharose in 50 ml Wasser gelöst und ein pH-Wert von 7,5 
eingestellt. 
• Triglyceride liquicolor mono Assay der Firma Human Diagnostics 
 
Durchführung 
 
Für die Bestimmung der Triglyzeride werden 20 mg der isolierten Leber in 1 ml des 
Homogenisierungspuffers überführt. Das Leberstück wird mit Hilfe eines Teflon-
Homogenisators zerkleinert. Das Leberhomogenisat wird auf Eis gelagert. Eine 
Standardkurve wird nach Anleitung des Assays hergestellt. In eine 96 well -Platte 
werden 2 µl des Homogenisats und der Standardreihe pipettiert. Zu den Proben und 
dem Standard werden 200 µl Reagenz aus dem Assay hinzugefügt. Das Gemisch 
inkubiert anschließend für 45 min bei Raumtemperatur. Innerhalb der nächsten       
60 min wird die OD bei 492 nm in einem Photometer bestimmt.  
 
 
2.14 Bestimmung der Zellverfettung in vitro 
 
Material 
 
• Vollmedium: DMEM der Firma PAA mit 10% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin 
• Hungermedium: DMEM der Firma PAA mit  1% Penicillin/Streptomycin 
• Ölsäure, rekombinantes IL-1β, rekombinantes MIF, Compound C, anti-CD74 
• Homogenisierungspuffer 
• Triglyceride liquicolor mono Assay der Firma Human Diagnostics 
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Durchführung 
 
Zur Durchführung des Experiments wird die Hepatomzelllinie Hepa1-6 verwendet. 
Zunächst werden die Zellen, nachdem sie adhäriert sind, für 16 h auf Hungermedium 
gesetzt. Nach den 16 h werden die Zellen wieder auf Vollmedium gesetzt und mit 
Ölsäure, rekombinantem IL-1β und rekombinantem MIF für 24 h stimuliert. Bei den 
Ansätzen, in denen AMPK inhibiert und der Rezeptor CD74 neutralisiert wird, werden 
die Zellen 1 h mit Compound C bzw. anti-CD74 vorinkubiert. Nach Beendigung der 
Stimulation werden die Zellen in 500 µl Homogenisierungspuffer aufgenommen. Die 
Proben werden auf Eis gelagert. Eine Standardkurve wird nach Anleitung des Assays 
hergestellt. Von den Proben werden 20 µl und von dem Standard werden 2 µl in eine 
96 well -Platte pipettiert. Anschließend werden 200 µl des Reagenz aus dem Assay 
hinzugefügt und für 45 min inkubiert. Die Adsorption der OD bei 492 nm wird im 
Photometer bestimmt.      
Das Protokoll für die Verfettung von primären Hepatozyten ist identisch mit dem 
Protokoll für die Verfettung der Hepatomzelllinie Hepa1-6. 
 
 
2.15 Bestimmung der Zellmigration 
 
Material 
 
• Vollmedium: DMEM der Firma PAA mit 10% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin 
• Hungermedium: DMEM der Firma PAA mit  1% Penicillin/Streptomycin 
• Rekombinantes PDGF-B, rekombinantes MIF und anti-CD74 
• Färbelösungen der Firma Merck 
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Durchführung 
 
Bei dem Assay für die Zellmigration handelt es sich um eine modifizierte 
Boydenkammer. Zur Durchführung der Experimente wird die immortalisierte, murine, 
hepatische Sternzelllinie GRX verwendet. Bei der modifizierten Boydenkammer 
werden zunächst 250 µl Hungermedium in die untere Kammer pipettiert. Dieses 
Medium wird zusätzlich mit 100 ng rekombinantem PDGF-B und 500 ng 
rekombinantem MIF versetzt. In die obere Kammer werden 800 µl Hungermedium 
mit 2 x 105 Zellen pipettiert. Die beiden Kammern werden durch einen Gelatine-
beschichteten Filter voneinander getrennt. Bei dem Ansatz, in dem der Rezeptor 
CD74 neutralisiert wird, inkubieren die Zellen 1 h vor dem Experiment mit  12 µg anti-
CD74 Antikörper bei 37°C und 5% CO2. Wenn die Boydenkammer zusammengesetzt 
ist, werden die Zellen für 4 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach der 
Inkubationszeit wird die Zellsuspension verworfen und die Gelatine-beschichteten 
Filter werden aus der Kammer genommen. Zunächst wird die Oberseite der Filter an 
einem feuchten Tuch abgewischt, um die Zellen zu entfernen, die sich nur abgesetzt 
haben und nicht aktiv gewandert sind. Die Filter werden anschließend in einen 
Färberahmen gelegt und die Filter werden mit der Hemacolor-Schnellfärbung der 
Firma Merck gefärbt. 
 
   1 min Fixierlösung (Methanol, 1.11955.2500) 
   1 min rote Färbelösung (Eosin, 1.11956.2500) 
   1 min blaue Färbelösung (Hämalaun,  1.11957.2500) 
   1 min Leitungswasser 
 
Nach der Färbung werden die Filter aus dem Färberahmen entnommen und 
nochmals kurz mit Wasser gewaschen und anschließend mit der Oberseite zuerst 
auf einen Objektträger gelegt. Die Auswertung erfolgt unter dem Mikroskop. Es 
werden von jedem Filter aus drei zufällig ausgesuchten Gesichtsfeldern die 
gewanderten Zellen gezählt. Jeder Ansatz wird in einer dreifachen Bestimmung 
durchgeführt.   
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2.16 Bestimmung der Zellproliferation mittels BrdU-Aufnahme 
 
Material 
 
• Vollmedium: DMEM der Firma PAA mit 10% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin 
• Hungermedium: DMEM der Firma PAA mit  1% Penicillin/Streptomycin 
• Rekombinantes PDGF-B, rekombinantes MIF und anti-CD74 
• Cell Proliferation ELISA der Firma Roche Applied Science 
 
Durchführung 
 
Die Proliferation wird an murinen, immortalisierten, hepatischen Sternzellen 
untersucht. Es wird auch hier die Zelllinie GRX verwendet. Die Bestimmung der 
Zellproliferation erfolgt kolorimetrisch und basiert auf der Messung des eingebauten 
BrdU in die DNA während der DNA-Synthese (Cell Proliferation ELISA, Roche 
Applied Science).  
Für dieses Protokoll werden zunächst 5000 Zellen pro well in einer 96 well -Platte in 
2 ml Vollmedium ausgesät. Wenn die Zellen adhäriert sind, werden sie auf 
Hungermedium für 16 h gesetzt. Nach den 16 h werden die Zellen mit 100 ng   
rekombinantem PDGF-B und 500 ng rekombinantem MIF in 100 µl Vollmedium 
stimuliert. Bei dem Ansatz, in dem der Rezeptor CD74 neutralisiert wird, inkubieren 
die Zellen 1 h vor dem Experiment mit 12 µg anti-CD74 Antikörper bei 37°C und 5% 
CO2. Die anschließende Inkubation erfolgt für 24 h ebenfalls bei 37°C und 5% CO2. 
Nach den 24 h werden die Zellen mit jeweils 10 µl BrdU markiert und weitere 2 h bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Im Anschluss wird das Medium von den Zellen 
abgesaugt und die Zellen werden mit 200 µl Fixierungslösung auf der Platte fixiert 
und inkubieren für 30 min bei Raumtemperatur. Nachdem die Zellen fixiert sind, wird 
die DNA denaturiert mit Hilfe einer „anti-BrdU-POD“ Arbeitslösung. Die Inkubation 
erfolgt für 90 min bei Raumtemperatur. Nachdem die Lösung verworfen wurde und 
die Zellen dreimal mit 200 µl Waschlösung gewaschen worden sind, erhalten die 
Zellen 100 µl Substratlösung um die kolorimetrische Reaktion zu starten. Die 
Messung erfolgt bei einer OD von 370 nm in einem Photometer. Es wird eine Kinetik 
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der Reaktion über einen Zeitraum von 30 min aufgenommen. Dabei wird alle 5 min 
die Adsorption bei 370 nm erneut gemessen.  
 
 
2.17 Bestimmung der Wundheilung mit Hilfe eines scratch assay 
 
Material 
 
• Vollmedium: DMEM der Firma PAA mit 10% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin 
• Hungermedium: DMEM der Firma PAA mit  1% Penicillin/Streptomycin 
• Rekombinantes PDGF-B, rekombinantes MIF  
 
Durchführung 
 
In diesem Experiment werden murine, immortalisierte, hepatische Sternzellen der 
Zelllinie GRX eingesetzt. Zunächst werden die Zellen in einer 6 well -Platte ausgesät 
und solange wachsen gelassen, bis 90% je well mit Zellen bewachsen sind. Die 
Zellen werden für 16 h auf Hungermedium gesetzt und anschließend wird mit Hilfe 
einer Pipettenspitze ein Kratzer durch die Zellen gezogen. Danach werden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen, um frei schwimmende Zellen zu entfernen. Im 
Anschluss an den Waschschritt wird den Zellen Vollmedium zugesetzt. Die Zellen 
werden mit 100 ng rekombinantem PDGF-B und 500 ng rekombinantem MIF 
stimuliert und die Inkubation erfolgt für 24 h bei 37°C und 5% CO2. Die Auswertung 
der Wundheilung erfolgt mit Hilfe eines Mikroskops. Es werden zu Beginn der 
Stimulation, nach 8 h, 16 h und 24 h Fotos des Kratzers gemacht. Gleichzeitig wird 
die Breite des Kratzers bestimmt und die Differenz zwischen den einzelnen 
Zeitpunkten ermittelt.    
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2.18 Isolation primärer Hepatozyten 
 
Material 
 
• Lösung 1 (30 ml): EBSS ohne Ca & Mg (Gibco) mit 0,5 M EGTA  
• Lösung 2 (30 ml): EBSS mit Ca & Mg (Gibco) mit 10 mM Hepes (pH 7,4); steril 
filtrieren 
• Lösung 3 (50 ml): Lösung 2 mit 0,3 mg/ml Kollagenase + 0,04 mg/ml 
Trypsininhibitor 
• Lösung 4 (50 ml): Williams E (Gibco) mit 2 mM L-Glutamin, 1% 
Penicillin/Streptomycin, 4% FCS 
 
Durchführung 
 
Zunächst werden 6 well -Platten mit Kollagen beschichtet, damit die primären 
Hepatozyten anwachsen können. Hierfür wird 1 ml einer Kollagenlösung, die 1:50 mit 
PBS verdünnt wurde, über Nacht bei 4°C in den 6 well -Platten inkubiert.  
    
Die Mäuse bekommen zunächst ein Narkosemittel (Ketamin (10%) + Rompun (2%) 
in 0,9% NaCl / 350 – 500 µl pro Maus) und Heparin (2,9 ml NaCl (0,9%) + 100 µl 
Heparin Natrium / 300 µl pro Maus) intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Nachdem die 
Maus narkotisiert ist, wird der Bauchraum der Maus geöffnet und eine Schlinge um 
die Vena cava inferior gelegt. Anschließend wird eine Kanüle mit Lösung 1 befüllt 
und in die Vene eingeführt und mit der Schlinge fixiert. Die Kanüle wird an eine 
Pumpe angeschlossen. Dann wird die Portalvene durchtrennt und die Leber wird mit 
Lösung 1 perfundiert. Anschließend wird die Leber mit Lösung 2 und mit frisch 
hergestellter Lösung 3 perfundiert. Nach dem Verdau der Leber, wird diese vorsichtig 
aus der Maus präpariert und in eine Petrischale mit Lösung 4 überführt. Nachdem die 
Galle entfernt wurde, werden die Zellen mit Hilfe einer Pinzette aus der Leber gelöst. 
Die Zellen werden durch ein Nylonsieb (Porengröße: 70 µm) in ein 50 ml Falcon 
überführt. Die Zellen werden für 3 min bei 500 rpm und 4°C zentrifugiert und 
anschließend einmal mit Williams E Medium gewaschen. Die Zellen werden erneut 
für 3 min bei 500 rpm und 4°C zentrifugiert. Zum Schluss werden die Zellen in 10 ml 
Williams E Medium mit 4% FCS vorsichtig resuspendiert. Zum Auszählen der Zellen 
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werden die Zellen 1:10 mit Williams E Medium verdünnt. Die Zellkerne in dieser 
Verdünnung werden mit Trypanblau angefärbt und in der Neubauerkammer 
ausgezählt. Es werden 5 x 105 Zellen pro well ausgesät. Die Kollagen-beschichteten 
Platten werden dreimal mit PBS gewaschen und die Zellen werden ausgesät. 
Nachdem die Zellen adhäriert sind, können die Zellen stimuliert werden.  
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3. Resultate 
 
3.1 Die gesteigerte Leberfibrose in Mif -/- Mäusen geht mit einer Aktivierung von 
hepatischen Sternzellen einher 
  
Die bis zu diesem Zeitpunkt bekannten Resultate zum Einfluss des Zytokins MIF auf 
die Leberfibrose zeigten, dass eine Deletion von MIF zunächst zu einer gesteigerten 
Leberfibrose nach einer chronischen Behandlung mit Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) bei 
knockout -Mäusen und Wildtypmäusen führt. Diese Ergebnisse wurden durch ein 
zweites unabhängiges Fibrosemodell bestätigt. Weiterhin konnte bisher gezeigt 
werden, dass die verstärkte Fibrose nicht durch die infiltrierenden Immunzellen 
verursacht wird, da mittels einer FACS-Analyse hier keine Unterschiede zwischen 
den Mif -/- Mäusen und den Wildtypmäusen gezeigt werden konnte.  
Nicht nur die infiltrierenden Immunzellen, sondern auch eine Aktivierung der 
hepatischen Sternzellen können für die gesteigerte Fibrose in den Lebern der Mif -/- 
Mäuse verantwortlich sein. Somit wurde zunächst die Aktivierung der hepatischen 
Sternzellen mit Hilfe eines Western Blots untersucht.   
                                              
  
 
 
 
 
Abb. 8: Western Blot Analyse zur Bestimmung der α-Sma-Proteinexpression in Leberlysaten nach 6 
Wochen CCl4-Behandlung. Es werden vier repräsentative Proben von jeder Gruppe und das gesamte 
Verhältnis zwischen der α-Sma- und Gapdh-Proteinexpression dargestellt; * P < 0,05.  
(In Zusammenarbeit mit Meike Knauel, Institut für Biochemie und Molekulare Zellbiologie, 
Universitätsklinikum Aachen der RWTH Aachen University) 
   
Mif +/+ Mif -/-
0
1
2
3
4
5
*
αα αα
-
Sm
a/
G
ap
dh
 
Ra
tio
(re
la
tiv
 
zu
r 
Ko
n
tr
o
lle
)
α-Sma 
Gapdh 
Mif +/+ Mif −/− 
                                                                                                                        Resultate 
                                                                                                                                  48
Sowohl die Quantifizierung als auch der repräsentative Western Blot zwischen den 
Wildtypmäusen und den Mif -/- Mäusen zeigen, dass die Proteinexpression von        
α-Sma, ein Marker für die Aktivierung von hepatischen Sternzellen, in den Mif -/- 
Mäusen signifikant gesteigert ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung von 
hepatischen Sternzellen einen wichtigen pathologischen Faktor in den knockout -
Mäusen während einer chronischen Lebererkrankung darstellt.  
 
 
 
3.2 MIF inhibiert die Migration und Proliferation von hepatischen Sternzellen in 
vitro 
  
Nach diesem ersten Hinweis wurden die nächsten Versuche an murinen hepatischen 
Sternzellen vorgenommen. Hierfür wurde die murine immortalisierte Sternzelllinie 
GRX verwendet. Die Zellen wurden in unterschiedlichen Ansätzen über einen 
Zeitraum von 24 h stimuliert und anschließend wurde sowohl die Migration als auch 
die Proliferation der Zellen bestimmt.  
Sowohl die repräsentativen Aufnahmen als auch die quantitative Auswertung 
zeigten, dass die GRX-Zellen durch die Stimulation mit rekombinantem PDGF eine 
gesteigerte Wundheilung aufzeigten. Bei einer gleichzeitigen Stimulation mit 
rekombinantem MIF war die Wundheilung deutlich reduziert. Eine Stimulation der 
GRX-Zellen nur mit rekombinantem MIF zeigte keine Effekte während der 
Wundheilung. Somit konnte in diesem scratch assay zunächst gezeigt werden, dass 
die PDGF-vermittelte Wundheilung und somit die Proliferation und Migration von 
hepatischen Sternzellen, durch eine gleichzeitige Stimulation mit rekombinantem MIF 
inhibiert werden konnte.   
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Abb. 9a: Repräsentative Aufnahmen des Wundheilungsexperiments mittels eines scratch assay zur 
Klärung des Einflusses von rekombinantem MIF auf die PDGF-vermittelte Proliferation und Migration 
bei der murinen hepatischen Sternzelllinie GRX (Vergrößerung, x 100).   
 
          
     PDGF        -            +     +          - 
MIF        -            -     +         + 
 
Abb. 9b: Wundheilungsexperiment mittels eines scratch assay zur Klärung des Einflusses von 
rekombinantem MIF auf die PDGF-vermittelte Proliferation und Migration bei der murinen hepatischen 
Sternzelllinie GRX; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
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3.3 Oberflächenexpression der drei MIF-Rezeptoren auf hepatischen 
Sternzellen 
 
Zunächst wurde die hepatische Sternzelllinie GRX untersucht in Hinsicht auf die 
Expression der Oberflächenrezeptoren für MIF. Hier wurde nach den drei bekannten 
Rezeptoren CD74, CXCR4 und CXCR2 gesucht. Zur Bestimmung der 
Oberflächenexpression dieser drei Rezeptoren wurden die Zellen mit Fluorochrom-
konjugierten Antikörpern gegen CD74, CXCR4 und CXCR2 angefärbt.   
 
 
              
 
 
Abb. 10: Expression der drei MIF-Rezeptoren CD74 (A), CXCR4 (C) und CXCR2 (D) auf der 
hepatischen Sternzelllinie GRX und auf primären Sternzellen (B). Grau hinterlegt ist die Expression 
der Isotypkontrolle. Farblich unterlegte Kurven zeigen die Expression der Rezeptoren auf der 
Oberfläche der Zellen an. CD74 wurde sowohl auf der Sternzelllinie GRX als auch auf primären 
Sternzellen exprimiert (A, B). CXCR4 wurde in einem geringeren Maß exprimiert (C), während CXCR2 
nicht auf den hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden konnte (D).   
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Nachdem die Zellen angefärbt wurden und mit Hilfe einer FACS-Analyse 
ausgewertet wurden, konnte gezeigt werden, dass CD74 deutlich auf der Oberfläche 
der hepatischen Sternzelllinie GRX exprimiert wurde. Der zweite Rezeptor, CXCR4, 
wird ebenfalls auf der Oberfläche der GRX-Zellen exprimiert, jedoch nur in einem 
sehr geringen Maß im Vergleich zu CD74. Der dritte und letzte Rezeptor, CXCR2, 
konnte nicht auf den GRX-Zellen nachgewiesen werden.  
Da die Expression von CD74 am Stärksten nachzuweisen war, wurde für diesen 
Rezeptor auch eine Untersuchung bei primären Sternzellen durchgeführt. Auch bei 
den primären Sternzellen konnte die Expression auf der Oberfläche der Zellen 
eindeutig nachgewiesen werden.  
 
 
 
3.4 Der Einfluss von MIF auf die Migration und Proliferation wird durch den 
Rezeptor CD74 vermittelt 
 
Zunächst wurde der Einfluss von rekombinantem MIF bei der hepatischen 
Sternzelllinie GRX mittels eines sogenannten scratch assay untersucht. In diesem 
Versuch konnte zunächst gezeigt werden, dass eine Stimulation mit PDGF die 
Proliferation und Migration in der Wundheilung im Vergleich zu den unbehandelten 
Kontrollen signifikant steigerte. Werden die Sternzellen gleichzeitig mit 
rekombinantem MIF stimuliert, wird die PDGF-vermittelte Proliferation und Migration 
signifikant inhibiert. Eine Stimulation der hepatischen Sternzellen mit dem 
rekombinanten Mif alleine zeigt keinen Einfluss auf die Proliferation und die Migration 
in der Wundheilung.  
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  PDGF   -      +          +    +         - 
MIF   -      -          +    +         + 
anti-CD74  -      -           -    +         - 
 
Abb. 11: Chemotaxis-Experiment zur Klärung des Einflusses von rekombinantem murinen MIF auf die 
PDGF-vermittelte Migration bei der murinen hepatischen Sternzelllinie GRX. Die Inhibierung der 
PDGF-vermittelten Migration durch das rekombinante MIF wird über CD74 vermittelt. Das Experiment 
wurde zweimal in einer Dreifachbestimmung durchgeführt; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
 
 
In diesem weiteren Versuch, in dem die Chemotaxis mittels einer modifizierten 
Boyden Kammer untersucht wird, konnte zunächst gezeigt werden, dass eine 
Stimulation mit rekombinantem MIF die gesteigerte Chemotaxis der Zellen, die durch 
die Stimulation mit PDGF induziert wurde, ebenfalls inhibieren kann. Eine FACS-
Analyse der drei bekannten MIF Rezeptoren hat gezeigt, dass CD74 bei hepatischen 
Sternzellen der Rezeptor ist, der am Stärksten exprimiert wurde. Es konnte gezeigt 
werden, dass CXCR4 in geringeren Maßen auf hepatischen Sternzellen exprimiert 
wird und CXCR2 gar nicht exprimiert wird. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die 
Zellen zusätzlich in einem Ansatz mit einem neutralisierenden CD74-Antikörper 
vorinkubiert. Durch diese Inkubation wurde die Inhibition durch das rekombinante 
MIF auf die gesteigerte Chemotaxis durch das PDGF vollständig revertiert. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Rezeptor CD74 für die Inhibierung durch das 
rekombinante MIF der PDGF-vermittelten Migration verantwortlich ist. Des Weiteren 
konnte auch durch dieses Experiment gezeigt werden, dass eine Stimulation nur mit 
rekombinantem MIF keinen Einfluss auf die Chemotaxis bei Sternzellen hat.  
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PDGF   -      +          +    +         - 
MIF   -      -          +    +         + 
anti-CD74  -      -           -    +         - 
 
Abb. 12: In vitro -Experiment zur Klärung des Einflusses von rekombinantem MIF auf die PDGF-
vermittelte Proliferation bei der murinen hepatischen Sternzelllinie GRX. Die Inhibierung der PDGF-
vermittelten Proliferation durch rekombinantes MIF wird über CD74 vermittelt. Das Experiment wurde 
zweimal in einer Vierfachbestimmung durchgeführt; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
 
Auch in diesem Experiment wurde die murine hepatische Sternzelllinie GRX mit 
PDGF stimuliert. Die Stimulation mit PDGF bewirkt eine signifikante Steigerung bei 
der Proliferation der Zellen. Eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit 
rekombinantem MIF führt zu einer Inhibierung der PDGF-vermittelten Proliferation. 
Weiterhin wurde auch der Einfluss des Rezeptors CD74 bei der PDGF-vermittelten 
Proliferation untersucht. Auch bei der Proliferation bewirkte eine Vorinkubation der 
hepatischen Sternzellen mit einem neutralisierenden CD74-Antikörper eine 
Revertierung der durch das rekombinante MIF hervorgerufenen Inhibierung der 
PDGF-vermittelten Proliferation. In diesem Experiment konnte ebenfalls gezeigt 
werden, dass eine Stimulation der Sternzellen alleine mit rekombinantem MIF kaum 
Auswirkungen auf die Proliferation zeigt. Es ist jedoch zu erkennen, dass im 
Gegensatz zur Migration, wo eine Stimulation mit rekombinantem MIF gar keinen 
Einfluss auf die Migration der hepatischen Sternzellen aufweist, die alleinige 
Inkubation der Sternzellen mit rekombinantem MIF zu einer Steigerung der 
Proliferation führt. Diese gesteigerte Proliferation ist jedoch nicht signifikant im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. 
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3.5 Cd74 -defiziente Mäuse zeigen ebenfalls vermehrte Leberfibrose nach CCl4- 
Behandlung 
 
Nachdem in den Zellkulturversuchen gezeigt werden konnte, dass die 
antifibrotischen Effekte von MIF über CD74 vermittelt werden, wurde in den nächsten 
Experimenten untersucht, ob diese Effekte auch im Mausmodell nachzuweisen 
waren. Aus diesem Grund wurden sowohl Cd74 -defiziente Mäuse (Cd74 -/-) als auch 
Wildtypmäuse mit CCl4 behandelt, um eine Fibrose bei den Tieren auszulösen.  
 
                     
 
 
 
Abb. 13: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen und Cd74 -/- Mäusen nach 6 
Wochen CCl4-Behandlung (obere Abbildung), quantitative Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche 
aller Färbungen (untere, linke Abbildung), Konzentration der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber 
bei Wildtypmäusen und Cd74 -/- Mäusen (untere, rechte Abbildung). Die Gruppengröße beträgt n = 8 
in jeder Gruppe; * P < 0,05; ** P < 0,01.  
 
 
In Übereinstimmung mit den bisher erzielten in vitro -Daten konnte auch nach einer 
CCl4-Behandlung an Cd74 -/- Mäusen gezeigt werden, dass durch eine Deletion des 
Gens für CD74, es ebenfalls zu einer gesteigerten Leberfibrose im Vergleich zu 
Cd74 −/− Cd74 +/+ 
Cd74 +/+ Cd74 -/-
0
1
2
3
4
5
Si
riu
s 
R
e
d-
po
si
tiv
e
 
Fl
äc
he
 
(%
)
Cd74 +/+ Cd74 -/-
0
100
200
300
400
H
yd
ro
x
yp
ro
lin
 
(µ
g/
g 
Le
be
r)** 
* 
                                                                                                                        Resultate 
                                                                                                                                  55
Wildtypmäusen kommt. Die gesteigerte Leberfibrose wurde auch in diesem Fall 
durch die Sirius Red-Färbung verdeutlicht. Sowohl durch die Quantifizierung der 
Sirius Red-positiven Fläche als auch durch die Bestimmung der Kollagen-
spezifischen Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber konnte die signifikant erhöhte 
Schädigung dargestellt werden. Somit zeigen die Cd74 -/- Mäuse denselben 
Phänotyp wie die Mif -/- Mäuse im CCl4-Fibrosemodell.  
Es wurden ebenfalls die Fibrose-assoziierten Gene und die Immunzellinfiltration in 
den beiden Mauslinien nach der CCl4-Behandlung untersucht  
                         
 
 
Abb. 14: Expression der Fibrose-assoziierten Gene Col1a1, Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 (linke 
Abbildung) und FACS-Analyse der infiltrierenden Immunzellen (rechte Abbildung) zwischen 
Wildtypmäusen und Cd74 -/- Mäusen nach 6 Wochen CCl4-Behandlung; * P < 0,05. 
 
 
Bei der Untersuchung der Fibrose-assoziierten Gene konnte gezeigt werden, dass 
bei den Cd74 -/- Mäusen nur die Expression des Gens Col1a1 signifikant erhöht ist im 
Vergleich zu den Wildtyptieren. Die drei anderen Gene, die untersucht wurden 
zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen nach der CCl4- 
Behandlung. Auch die FACS-Analyse der infiltrierenden Immunzellen in die Leber 
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den knockout -Mäusen und den 
Kontrollmäusen. Sowohl die T-Zellen, mit ihren beiden Subpopulationen der CD4+- 
und CD8+-Zellen, als auch die NK-Zellen zeigten keine relevanten Unterschiede. 
Einzig die Population der NKT-Zellen war nach CCl4-Behandlung signifikant in den 
Cd74 -/- Mäusen erhöht.  
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3.6 Cxcr4 -defiziente Mäuse zeigen keinen Unterschied in der Leberfibrose 
nach CCl4-Behandlung 
 
Da ebenfalls gezeigt werden konnte, dass auch CXCR4 auf hepatischen Sternzellen 
exprimiert wird, könnte man annehmen, dass auch dieser Rezeptor eine 
entscheidende Rolle in den bisher beobachteten antifibrotischen Effekten des 
Zytokins MIF aufweist. Weiterhin ist bekannt, dass eine Interaktion zwischen MIF und 
CXCR4 einen Einfluss auf die T-Zellen ausübt (71). Daher wurden heterozygote      
(Cxcr4 +/-) Mäuse und Wildtypmäuse als Kontrolltiere ebenfalls mit CCl4 über einen 
Zeitraum von 6 Wochen behandelt.   
 
                 
 
                                           
 
 
Abb. 15: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen und den Cxcr4 +/- Mäusen nach 6 
Wochen CCl4-Behandlung (obere Abbildung), quantitative Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche 
aller Färbungen (untere, linke Abbildung), Konzentration der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber 
bei Wildtypmäusen und Cxcr4 +/- Mäusen (untere, rechte Abbildung). Die Gruppengröße beträgt n = 13 
in jeder Gruppe.  
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Abb. 16: Expression der Fibrose-assoziierten Gene Col1a1, Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 (linke 
Abbildung) und FACS-Analyse der infiltrierenden Immunzellen (rechte Abbildung) zwischen 
Wildtypmäusen und Cxcr4 +/- Mäusen nach 6 Wochen CCl4-Behandlung; * P < 0,05. 
 
 
Nach der Auswertung der zwei Mauslinien konnte gezeigt werden, dass die Cxcr4 +/- 
Mäuse keinen Unterschied in der Ausbildung einer Fibrose aufweisen. Sowohl durch 
die Sirius Red-Färbung als auch deren quantitativer Auswertung konnte kein 
Unterschied im Fibrosegrad gezeigt werden. Auch die Bestimmung der Kollagen-
spezifischen Aminosäure Hydroxyprolin zeigte keinen unterschiedlichen Gehalt in der 
Leber. Bei der Expression von Fibrose-assoziierten Genen, hatte nur das Gen Timp1 
eine signifikante Erhöhung der Expression im Vergleich zu den Wildtypmäusen. Die 
drei anderen Gene (Col1a1, Mmp2 und Tgfβ1) zeigten jedoch keinen Unterschied in 
der Expression. Das gleiche Ergebnis wurde bei der FACS-Analyse zur 
Untersuchung der infiltrierenden Immunzellen in die Leber erzielt. Auch hier zeigten 
sowohl die Wildtypmäuse als auch die Cxcr4 +/- Mäuse ähnliche Werte auf. Aufgrund 
dieser Ergebnisse konnte man darstellen, dass die antifibrotischen Effekte in diesem 
Schädigungsmodell von MIF über CD74 vermittelt werden und nicht über CXCR4. 
Der dritte Rezeptor an den MIF binden kann, CXCR2, wurde nicht untersucht, da in 
vorherigen Experimenten gezeigt werden konnte, dass dieser Rezeptor nicht auf 
murinen, hepatischen Sternzellen exprimiert wird.  
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3.7 Eine therapeutische Applikation von rekombinantem MIF während der CCl4- 
Gabe führt zu einer verringerten Leberfibrose 
 
In einem weiteren Experiment wurde die therapeutische Applikation von 
rekombinantem MIF bei Mäusen untersucht. Bei diesem Versuchansatz wurden 
Wildtypmäusen über einen Zeitraum von 10 Tagen zwei Applikationen CCl4 
verabreicht und zusätzlich einmal pro Tag eine intraperitoneale Injektion mit 10 µg 
rekombinantem MIF. Als Kontrollen dienten Wildtypmäuse die anstatt des 
rekombinanten MIF nur das Vehikel injiziert bekamen.   
Am Ende des Experiments und der Tötung der Mäuse, wurden die Lebern auf die 
Entstehung der Fibrose untersucht.                    
 
 
                  
 
 
 
Abb. 17: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen nach 10 Tagen CCl4-Behandlung 
und täglicher Injektion von rekombinantem MIF oder Vehikel (obere Abbildung), quantitative 
Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche aller Färbungen (untere, linke Abbildung), Konzentration 
der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber (untere, rechte Abbildung). Die Gruppengröße beträgt      
n = 6 in jeder Gruppe; * P < 0,05. 
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Nach der Auswertung der Fibrose in den Lebern mittels Sirius Red-Färbung und der 
quantitativen Bestimmung der Färbung konnte auch hier gezeigt werden, dass es 
durch die tägliche Verabreichung von rekombinantem MIF zu einer deutlichen 
Verbesserung der entstehenden Leberfibrose kommt. Sowohl die histologische als 
auch die quantitative Auswertung der Sirius Red-Färbungen zeigten, dass die 
Mäuse, denen jeden Tag rekombinantes MIF injiziert wurde, eine deutlich verringerte 
Fibrose aufwiesen. Auch die Konzentration der Kollagen-spezifische Aminosäure 
Hydroxyprolin war in diesen Mäusen signifikant niedriger als in den Kontrollmäusen, 
denen nur das Vehikel  verabreicht wurde.  
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3.8 Mif -defiziente Mäuse nehmen während einer high fat -Diät mehr Gewicht zu 
und zeigen eine verschlechterte Glukosetoleranz im Vergleich zu 
Wildtypmäusen  
 
In den chronischen Fibrosemodellen konnte gezeigt werden, dass MIF einen 
antifibrotischen Effekt aufzeigt und dieser Befund konnte sogar durch zwei 
unabhängige Fibrosemodelle untermauert werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass 
diese antifibrotischen Effekte durch den Rezeptor CD74  vermittelt wird.  
Aufgrund dieser bisher erzielten Ergebnisse wurde nun der Einfluss von MIF 
während der Ausbildung einer Fettleber untersucht. Auch die Ausbildung einer 
Fettleber kann zu einer Inflammation in der Leber führen. Weiterhin kann es auch in 
diesem Krankheitsbild zu einer Fibrosierung der Leber kommen. 
Hierfür wurden sowohl Mif -/- Mäuse als auch Wildtypmäuse mit einer sogenannten 
Diät gefüttert. Die Mäuse erhalten diese Diät für 16 Wochen. Während dieser 16 
Wochen wurde das Körpergewicht der zwei Mausgruppen jede Woche bestimmt.  
 
  
 
Abb. 18: Wöchentliche Körpergewichtsbestimmung während der high fat -Diät bei Wildtypmäusen und 
Mif -/- Mäusen. Das absolute Körpergewicht ist während des gesamten Versuchzeitraums bei den 
Wildtypmäusen signifikant niedriger im Vergleich zu den knockout -Mäusen (linke Abbildung). Die 
rechte Abbildung zeigt die relative Gewichtszunahme über den gesamten Versuchszeitraum. Die 
Gruppengröße beträgt n = 7 in jeder Gruppe; ** P < 0,01. 
 
 
Bei der Auswertung der Körpergewichtszunahme während der 16 Wochen high fat - 
Diät war deutlich zu erkennen, dass die Mif -/- Mäuse währen des gesamten 
Experiments deutlich mehr Gewicht zunahmen, als die Kontrollmäuse. Dieser 
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Gewichtsunterschied war über den gesamten Versuchszeitraum signifikant. Da die   
Mif -/- Mäuse aber auch schon ein höheres Ausgangsgewicht aufwiesen, wurde auch 
die relative Gewichtszunahme während der high fat -Diät bestimmt. Hier konnte man 
deutlich erkennen, dass die Mif -/- Mäuse in den ersten 10 Wochen des Experiments 
deutlich mehr zunehmen im Vergleich mit den Wildtypmäusen. Erst in den letzten 
Wochen der Diät nahmen die Wildtypmäuse mehr zu. Dies könnte daran liegen, dass 
die Mif -/- Mäuse eine Sättigung erreicht haben und in den letzten Wochen der Diät 
kaum noch an Gewicht zulegten.  
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Bestimmung der Futteraufnahme zwischen den Wildtypmäusen und den Mif -/- Mäusen 
während der 16 Wochen high fat -Diät.  
 
 
Weiterhin wurde die Futteraufnahme der Tiere untersucht. Hier konnte jedoch 
gezeigt werden, dass beide Gruppen die gleiche Menge an Futter zu sich nahmen. 
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass der beobachtete Gewichtsunterschied 
zwischen den beiden Gruppen aufgrund einer unterschiedlichen Futteraufnahme 
zustande kam.  
Eine weitere Untersuchung wurde an den beiden Mausgruppen vorgenommen, bevor 
sie getötet wurden. Es wurde am Ende der high fat -Diät ein Glukose-Toleranz-Test 
mit den Tieren durchgeführt. Hierfür wurde den Mäusen intraperitoneal 40% Glukose 
gespritzt und der Blutzuckerwert über einen Zeitraum von 3 h jede halbe Stunde 
bestimmt. Bei der Bestimmung der Glukose-Toleranz konnte man erkennen, dass die 
Mif -/- Mäuse eine signifikant geminderte Glukose-Toleranz aufwiesen. Es war zu 
erkennen, dass schon der Nüchternwert bei den Mif -/- Mäusen höher ist im Vergleich 
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zu den Wildtypmäusen. Wenn den Mäusen die Glukose gespritzt wurde, zeigten die 
Mif -/- Mäuse immer noch einen erhöhten Blutzuckerwert auf. 90 min nach der 
Glukoseinjektion bis zum Ende der Messung nach 180 min war der Unterschied 
zwischen den beiden Gruppen signifikant. 
 
 
           
Abb. 20: Glukose-Toleranz-Test bei Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 16 Wochen high fat -
Diät. Nach der Messung des Nüchternwerts (0 min) wurde den Mäusen 40% Glukose i.p. injiziert. Die 
folgenden Messungen wurden jede 30 min vorgenommen; * P < 0,05. 
 
 
Zunächst wurden die Tiere getötet und das Herzblut entnommen. Anschließend 
wurden die beiden Hormone Adiponektin und Leptin aus dem Blutserum der Mäuse 
bestimmt. Die Level der beiden Hormone wurden mittels eines ELISA bestimmt. 
Beide Hormone regulieren das Hungergefühl und es ist bekannt, dass 
übergewichtige Personen einen niedrigeren Adiponektin-Spiegel aufweisen, während 
der Leptin–Spiegel erhöht ist.  
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Abb. 21: ELISA-Bestimmung der Hormone Adiponektin (linke Abbildung) und Leptin (rechte 
Abbildung) aus dem Serum von Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 16 Wochen high fat -Diät;      
* P < 0,05; ** P < 0,01.   
 
 
Die Bestimmung der Adiponektin- und Leptin-Werte aus dem Blutserum der beiden 
Mausgruppen zeigten deutlich, dass die Mif -/- Mäuse ein signifikant niedrigeren 
Adiponektinspiegel und ein signifikant erhöhten Leptinspiegel aufwiesen. Diese 
beiden Bestimmungen passen genau zu den bisher erzielten Gewichtsmessungen 
und dem Glukose-Toleranz-Test, in denen die Mif -/- Mäuse zum einen deutlich mehr 
Gewicht während der high fat -Diät zugenommen hatten und weiterhin eine deutlich 
verminderte Glukose-Toleranz aufwiesen im Gegensatz zu den Wildtypmäusen.  
Eine weitere Untersuchung wurde durchgeführt nachdem die Leber aus den Mäusen 
entnommen worden sind. Es wurde zunächst das Lebergewicht der einzelnen Mäuse 
bestimmt und dieses dann in Relation zum Körpergewicht am Ende der high fat -Diät 
gesetzt.  
 
 
 
Abb. 22: Lebergewicht (linke Abbildung) und das Verhältnis der Leber zum Körpergewicht (rechte 
Abbildung) bei Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 16 Wochen high fat -Diät; ** P < 0,01;             
*** P < 0,001.   
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Bei dieser Auswertung wurde deutlich, dass die Lebern in den Mif -/- Mäusen 
signifikant schwerer waren als die Lebern aus den Wildtypmäusen. Auch das 
Körpergewicht am Ende der 16 Wochen high fat -Diät war bei den knockout -Mäusen 
signifikant höher. Wenn man nun aus diesen beiden Ergebnissen das Verhältnis 
Leber zu Körpergewicht bestimmte, erhielt man auch hier das Ergebnis, dass das              
Leber-/Körpergewichtsverhältnis bei den Mif -/- Mäusen signifikant erhöht war.  
Das erhöhte Lebergewicht in den Mif -/- Mäusen könnte durch einen ebenfalls 
erhöhten Triglyzeridgehalt der Leber in den knockout -Mäusen erklärt werden. Das 
ebenfalls erhöhte Verhältnis zischen dem Leber- und dem Körpergewicht zeigte, 
dass die Leber der Mif -/- Mäuse deutlich mehr Gewicht zugenommen hat als die 
Leber bei den Wildtypmäusen.  
 
 
 
3.9 Mif -Defizienz hat keinen Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung in der 
Leber und dem Nebenhodenfettgewebe 
 
Nach der Bestimmung des Lebergewichts wurden die Lebern der Mäuse zunächst 
auf die infiltrierenden Immunzellen mit Hilfe der FACS-Analyse untersucht. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Abb. 23: FACS-Analyse der Lebern der Mif -/- Mäuse und Wildtypmäusen nach 16 Wochen high fat -
Diät. Es wurden die T-Zellen (CD3+) und deren Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen untersucht. 
Weiterhin wurden die NK- und NKT-Zellen untersucht. Die Ergebnisse der einzelnen Populationen 
beziehen sich auf die CD45+-Zellen.  
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Die Auswertung der FACS-Analyse der Lebern zeigte, dass die einzelnen 
Populationen der Immunzellen keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen 
zeigen. Bei den Mif -/- Mäuse wurden mehr T-Zellen in die Leber rekrutiert im 
Vergleich zu den Wildtypen, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Bei den 
Subpopulationen der T-Zellen, den CD4+- und CD8+-Zellen, zeigten sich keine 
Unterschiede. Auch die beiden Populationen der NK-Zellen und der NKT-Zellen 
zeigten nach 16 Wochen high fat -Diät keine Unterschiede auf. Somit konnte gezeigt 
werden, dass die Zusammensetzung der CD45+-Zellen in den Lebern nach der 
chronischen Schädigung mittels einer high fat -Diät in beiden Gruppen, den 
Wildtypmäusen und den knockout -Mäusen, nahezu identisch war.   
Nachdem die Lebern auf die infiltrierenden Immunzellen hin untersucht wurden, 
wurde auch das Nebenhodenfettgewebe (EWAT) auf Leukozyten hin untersucht, die 
in das Nebenhodenfettgewebe rekrutiert wurden. Das Nebenhodenfettgewebe gehört 
zum weißen Fettgewebe und es wird in diesem Modell untersucht, da nur männliche 
Tiere in den Diät-Modellen genutzt werden.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: FACS-Analyse des Nebenhodenfettgewebes (EWAT) der Mif -/- Mäuse und Wildtypmäusen 
nach 16 Wochen high fat -Diät. Es wurden die T-Zellen (CD3+) und deren Subpopulationen CD4+- und 
CD8+-Zellen untersucht. Weiterhin wurden die NK- und NKT-Zellen untersucht. Die Ergebnisse der 
einzelnen Populationen beziehen sich auf die CD45+-Zellen.  
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Auch bei der Analyse des Nebenhodenfettgewebes konnte bei den einzelnen 
Immunzellpopulationen keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden. Sowohl die 
T-Zellen mit den beiden Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen als auch die NK- 
und NKT-Zellen zeigten nahezu eine identische Zusammensetzung der CD45+- 
Zellen.  
 
 
 
3.10 Mif -/- Mäuse haben einen signifikant erhöhten Triglyzeridgehalt in der 
Leber 
 
Mit den bisher erzielten Daten konnte deutlich aufgezeigt werden, dass das Zytokin 
MIF keinen Einfluss auf die infiltrierenden Immunzellen nach einer high fat -Diät hat. 
Dies konnte sowohl in der Leber als auch in dem Nebenhodenfettgewebe 
nachgewiesen werden. Somit wurden die weiteren Untersuchungen an der Leber 
vorgenommen, um den Einfluss von MIF auf die Hepatozyten zu untersuchen. 
Zunächst wurde der Triglyzeridgehalt in der Leber zwischen den beiden Gruppen 
bestimmt.  
Die Bestimmung des intrahepatischen Triglyzeridgehalts zeigte, dass die Mif -/- 
Mäuse einen signifikant höheren Gehalt an Triglyzeriden in der Leber nach den 16 
Wochen mit high fat -Diät aufwiesen. Somit konnte gezeigt werden, dass das 
Lebergewicht in den knockout -Mäusen aufgrund des signifikant erhöhten 
Triglyzeridgehalt gesteigert ist. Diese Ergebnisse wurden durch eine Oil Red O- 
Färbung von Schnitten aus dem Lebergewebe bestätigt. Es wurden aus beiden 
Gruppen Gewebeschnitte angefertigt und diese mittels Oil Red O angefärbt. Durch 
die Oil Red O-Färbung werden die Triglyzeride in den Hepatozyten rot angefärbt. Die 
repräsentativen Färbungen unterstützen die bisherigen quantitativen Triglyzerid- 
Ergebnisse, da hier eindeutig zu erkennen war, dass in den Lebern aus den Mif -/- 
Mäusen der Gehalt an Triglyzeriden erhöht war.  
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Abb. 25: Bestimmung des intrahepatischen Triglyzeridgehalts bei Wildtypmäusen und Mif -/-  Mäusen 
nach 16 Wochen high fat -Diät. Gezeigt wird die quantitative Bestimmung des Triglyzeridgehalts aus 
der Leber (linke Abbildung) und repräsentative Oil Red O-Färbungen von dem Lebergewebe (rechte 
Abbildung); ** P < 0,01. 
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3.11 Der erhöhte Triglyzeridgehalt geht mit einer gesteigerten Expression von 
Lipogenese-assoziierten Genen einher 
  
Weiterhin wurden in der Leber vier Gene mittels qRT-PCR untersucht, die eine 
wichtige Funktion in der Lipogenese spielen. Es handelt sich hierbei um die Gene 
Lxra, Srebp1, Acc und Fas.  
 
                 
 
Abb. 26: Expression der Lipogenese-assoziierten Gene Lxra, Srebp1, Acc und Fas bei 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 16 Wochen high fat -Diät; * P < 0,05; ** P < 0,01. 
 
 
Der bisher gefunden Phänotyp zeigt sich auch in der mRNA-Expression der 
Lipogenese-assoziierten Gene. Die beiden Transkriptionsfaktoren liver X factor alpha 
(Lxra) und sterol-regulatory element-binding protein (Srebp1) zeigten eine signifikant 
erhöhte mRNA-Expression nach 16 Wochen high fat -Diät in den Mif -/- Mäusen. 
Auch die beiden Enzyme Acetyl-CoA Carboxylase (Acc) und die Fettsäuresynthase 
(Fas) hatten eine signifikant erhöhte mRNA-Expression in den knockout -Mäusen. 
Die beiden Enzyme sind wichtige Faktoren in der Fettsäuresynthese in der Leber.  
Ein weiteres wichtiges Enzym für die Triglyzeridsynthese ist die Diglyzerid- 
Acyltransferase (Dgat). Auch für dieses Enzym wurde die mRNA-Expression mittels 
qRT-PCR ermittelt.  
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Abb. 27: Expression der beiden Isoformen der Diglyzerid-Acyltransferase Dgat1 und Dgat2 bei 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 16 Wochen high fat -Diät; * P < 0,05; ** P < 0,01. 
 
 
Es gibt zwei Isoformen des Enzyms Diglyzerid-Acyltransferase und zwar Dgat1 und 
Dgat2. Das Enzym katalysiert die Bildung von Triglyzeriden aus Diacylglycerol und 
Acyl-CoA und ist ein essentieller Schritt in der Bildung von Fettgewebe. Nach der 
Bestimmung der mRNA-Expression der beiden Isoformen konnte nachgewiesen 
werden, dass sowohl Dgat1 als auch Dgat2 in den Lebern der Mif -/- Mäuse 
signifikant erhöht war nach der chronischen Leberschädigung durch die                
high fat -Diät.  
Somit konnte bisher gezeigt werden, dass die Mif -/- Mäuse nach der high fat -Diät 
deutlich mehr Gewicht zunahmen im Vergleich mit den Kontrolltieren. Dieser 
Gewichtsunterschied korrelierte mit einer schwereren Leber und einem signifikant 
erhöhten Gehalt an Triglyzeriden in der Leber. Weiterhin konnte aufgezeigt werden, 
dass in diesem chronischen Schädigungsmodell die infiltrierenden Immunzellen 
sowohl in der Leber als auch in dem Nebenhodenfettgewebe keine Unterschiede 
zwischen Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen aufwiesen. Außerdem konnte in den 
Lebern der beiden Gruppen bestimmt werden, dass mehrere Gene aus der 
Lipogenese als auch der Triglyzeridsynthese signifikant erhöhte mRNA-Expression 
aufwiesen.  
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3.12 MIF reduziert den Triglyzeridgehalt in vitro und dies wird über CD74 und 
AMPK vermittelt 
  
In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss von MIF auf Hepatozyten untersucht. 
Des Weiteren wurde auch die Bedeutung der metabolisch relevanten AMP-Kinase 
(AMPK) und CD74 bei den Hepatozyten untersucht. Da in dem vorangegangenen 
Fibrosemodell die antifibrotischen Effekte des Zytokins MIF durch den Rezeptor 
CD74 und über AMPK vermittelt wurden, sollte auch in diesem 
Leberschädigungsmodell überprüft werden, ob die bisher gefundenen Effekte 
ebenfalls durch CD74 und über AMPK vermittelt werden. 
In diesem Versuch konnte zunächst gezeigt werden, dass eine Stimulation mit 
Ölsäure und IL-1β für 24 h zu einer signifikant erhöhten Verfettung der Zelllinie 
führte. Diese erhöhte Verfettung wurde sowohl durch den signifikant erhöhten 
Triglyzeridgehalt als auch durch eine Oil Red O-Färbung deutlich. Wurden die Zellen 
gleichzeitig noch mit rekombinantem MIF stimuliert, führte dies zu einer signifikanten 
Verringerung des Triglyzeridgehalts in den Zellen. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls 
durch die Oil Red O-Färbung bestätigt. Eine vorherige Inkubation der Zellen mit 
einem AMPK-Inhibitor (Compound C) oder mit einem neutralisierendem  Antikörper 
gegen CD74 (anti-CD74) führte dazu, dass die Reduzierung des Triglyzeridgehalts 
durch das rekombinante MIF aufgehoben wurde. Durch diese Präinkubationen 
wiesen die Zellen denselben Triglyzeridgehalt auf wie die Zellen, die nur mit Ölsäure 
und IL-1β stimuliert wurden. Diese Ergebnisse wurden sowohl in der 
Hepatomzelllinie Hepa1-6 als auch in primären Hepatozyten erhalten. Weiterhin 
wurden diese Ergebnisse sowohl durch die Bestimmung des Triglyzeridgehalts in 
den Zellen gezeigt als auch durch eine Oil Red O-Färbung bestätigt. Bei den 
primären Hepatozyten führt eine Präinkubation mit dem neutralisierenden Antikörper 
gegen CD74 zu keiner signifikanten Änderung bei den Triglyzeriden im Vergleich zu 
dem Ansatz in dem die primären Hepatozyten zusätzlich nur mit rekombinantem MIF 
stimuliert wurden. Jedoch konnte man erkennen, dass der Triglyzeridgehalt auch hier 
deutlich über dem Triglyzeridgehalt der Zellen liegt, die mit Ölsäure, IL-1β und 
rekombinantem MIF stimuliert wurden.  
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Abb. 28: In vitro -Experiment zur Klärung des Einflusses von rekombinantem MIF während der 
Zellverfettung mittels Ölsäure (OA) und IL-1β bei der Hepatomzelllinie Hepa1-6 (obere, linke 
Abbildung) und bei primären Hepatozyten (obere, rechte Abbildung). Eine Inkubation der Zellen mit 
rMIF reduziert den Triglyzeridgehalt. Eine Präinkubation mit einem AMPK-Inhibitor (Compound C) 
oder einem CD74-Antikörper (anti-CD74) blockt die reduzierende Wirkung des rMIF. Repräsentative 
Oil Red O-Färbungen der Zelllinie Hepa1-6 (untere Abbildung). Die Gruppengröße beträgt n = 6 pro 
Stimulationsansatz; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
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3.13 Die erzielten Ergebnisse aus der high fat -Diät werden durch ein zweites 
unabhängiges Steatosemodell bestätigt 
 
Nachdem auch in vitro der Einfluss von MIF auf die Verfettung nachgewiesen werden 
konnte und auch der revertierende Einfluss von AMPK und CD74 auf die 
Reduzierung der Verfettung durch das rekombinante MIF gezeigt werden konnte, 
wurde die Bedeutung des Zytokins MIF in einem weiteren unabhängigen 
Steatosemodell in vivo untersucht. Hierfür wurde das MCD-Diät-Modell gewählt. Bei 
der MCD-Diät handelt es sich um eine Methionin- und Cholin-defiziente Nahrung, die  
ebenfalls zu einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) bei den Mäusen führt. 
Die Steatose, die durch diese Art der Diät hervorgerufen wird, ist im Gegensatz zur 
high fat -Diät, nicht mit einem Diabetes mellitus verbunden. Des Weiteren verlieren 
die Mäuse aufgrund der Mangelernährung während des gesamten Versuchs an 
Gewicht.  
 
 
 
Abb. 29: Wöchentliche Körpergewichtsbestimmung während der MCD-Diät bei Wildtypmäusen und     
Mif -/- Mäusen. Das absolute Körpergewicht ist während des gesamten Versuchzeitraums bei beiden 
Mausstämmen gleich (linke Abbildung). Die rechte Abbildung zeigt die relative Gewichtsabnahme 
über den gesamten Versuchszeitraum. Die Gruppengröße beträgt n = 10 in jeder Gruppe; * P < 0,05 
 
 
Die MCD-Diät wird über einen Zeitraum von 8 Wochen gefüttert. Während dieser 8 
Wochen wird das Körpergewicht einmal pro Woche ermittelt. Hierbei erkannte man, 
dass sowohl die Wildtypmäuse als auch die Mif -/- Mäuse über den gesamten 
Versuchszeitraum an Gewicht verloren. Allerdings zeigte die absolute 
Gewichtsbestimmung zwischen den beiden Mausstämmen keine signifikanten 
Unterschiede. Wenn man sich jedoch die relative Körpergewichtsabnahme anschaut, 
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dann konnte man erkennen, dass in diesem Fall die Mif -/- Mäuse mehr Gewicht 
verloren während der 8 Wochen auf MCD-Diät im Vergleich zu den Wildtypmäusen. 
Nach diesen phänotypischen Ergebnissen wurden die Lebern der beiden 
Mausstämme auf die infiltrierenden Immunzellen hin untersucht. Diese Untersuchung 
wurde mittels einer FACS-Analyse durchgeführt. Es wurde nach T-Zellen (CD3+) und 
den beiden Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen gesucht. Weiterhin wurden die 
NK- und die NKT-Zellen untersucht.      
  
 
 
                    
 
 
Abb. 30: FACS-Analyse der Leber der Mif -/- Mäuse und Wildtypmäusen nach 8 Wochen MCD-Diät. 
Es wurden die T-Zellen (CD3+) und deren Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen untersucht. 
Weiterhin wurden die NK- und NKT-Zellen untersucht. Die Ergebnisse der einzelnen Populationen 
beziehen sich auf die CD45+-Zellen; ** P < 0,01. 
 
 
Nach der FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass es bei den T-Zellen und den 
beiden Subpopulationen CD4+- und CD8+-Zellen keine Unterschiede zwischen den 
beiden Mausstämmen gab. Diese Ergebnisse unterstützten die bisher erzielten 
Ergebnisse aus der high fat -Diät. Auch hier gab es keine Unterschiede in diesen 
Immunzellpopulationen. Dies galt sowohl für die infiltrierenden Immunzellen in die 
Leber als auch für die Immunzellen die in das Nebenhodenfettgewebe infiltriert 
waren. Auch die NK-Zellen zeigten keinen Unterschied nach der MCD-Diät, wodurch 
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ebenfalls die Resultate aus der high fat -Diät bestätigt wurden. Die NKT-Zellen 
zeigten jedoch einen signifikant erhöhten Wert bei den Mif -/- Mäusen im Vergleich zu 
den Wildtypmäusen. Dieses Ergebnis konnte bei der high fat -Diät nicht erzielt 
werden und ist damit eine Begleiterscheinung der MCD-Diät.  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass auch bei der MCD-Diät die infiltrierenden 
Immunzellen, wie bei der high fat -Diät keine entscheidende Rolle spielten, wurde 
auch in diesem Modell zunächst der Triglyzeridgehalt in den Lebern der beiden 
Mausstämme untersucht.     
 
 
 
 
 
 
Abb. 31: Bestimmung des intrahepatischen Triglyzeridgehalts bei Wildtypmäusen und Mif -/-  Mäusen 
nach 8 Wochen MCD-Diät. Gezeigt wird die quantitative Bestimmung des Triglyzeridgehalts aus der 
Leber (linke Abbildung) und repräsentative Oil Red O-Färbungen von dem Lebergewebe (rechte 
Abbildung); ** P < 0,01. 
 
 
Die Triglyzeridbestimmung nach der MCD-Diät bestätigte wiederum die Ergebnisse 
der high fat -Diät. Die Lebern der Mif -/- Mäuse zeigten nach der Diät ebenfalls einen 
signifikant erhöhten Triglyzeridgehalt an im Vergleich zu den Wildtypmäusen. 
Unterstützt wurden diese Ergebnisse durch die Oil Red O-Färbung, die ebenfalls 
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deutlich darstellte, dass in den Lebern der Mif -/- Mäuse mehr Fetttröpfchen angefärbt 
wurden als in den Lebern der Kontrolltiere. Dies spiegelte genau die Resultate aus 
der high fat -Diät wieder.  
In einem weiteren Experiment wurden auch nach der MCD-Diät die Lipogenese-
relevanten Gene Lxra, Srebp1, Acc und Fas mit Hilfe der qRT-PCR untersucht.   
 
 
         
 
Abb. 32: Expression der Lipogenese-assoziierten Gene Lxra, Srebp1, Acc und Fas bei 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 8 Wochen MCD-Diät; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
 
 
Die Ermittlung der mRNA-Expression der Lipogenese-assoziierten Gene zeigte, dass 
die Expression der beiden Transkriptionsfaktoren Lxra und Srebp1 signifikant erhöht 
waren in den Mif -/- Mäusen. Weiterhin war ebenfalls die mRNA-Expression der 
beiden Enzyme Acc und Fas erhöht in den knockout -Mäusen. Der Unterschied in 
der mRNA-Expression des Enzyms Acc war in diesem Fall jedoch nicht signifikant, 
aber es ist eine Tendenz zu erkennen, dass auch hier die mRNA-Expression in den 
Mif -/- Mäusen erhöht war.   
In einer letzten Untersuchung wurden die beiden Gene Dgat1 und Dgat2 in den 
Lebern der beiden Mausstämme nach der MCD-Diät untersucht.  
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Abb. 33: Expression der beiden Isoformen der Diglyzerid-Acyltransferase Dgat1 und Dgat2 bei 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 8 Wochen MCD-Diät; * P < 0,05; ** P < 0,01. 
 
 
Die Bestimmung der beiden Isoformen der Diglyzerid-Acyltransferase Dgat1 und 
Dgat2 zeigte auch hier deutlich, dass die mRNA-Expression in den Lebern der Mif -/- 
Mäuse signifikant erhöht war im Vergleich zu den Wildtypmäusen.  
Somit konnte in diesem unabhängigen Steatosemodell die bisher erzielten 
Ergebnisse aus der high fat -Diät bestätigt werden. Die infiltrierenden Immunzellen in 
die Leber zeigten in der MCD-Diät keinen signifikanten Unterschied während der 
Gehalt an Triglyzeriden in der Leber nach der MCD-Diät ebenfalls signifikant erhöht 
war. Des Weiteren konnte zusätzlich gezeigt werden, dass auch die Expression von 
vier Lipogenese-relevanten Genen signifikant erhöht war in den knockout -Mäusen, 
wenn man diese Werte mit der Expression der Kontrollmäuse verglich. Zum Schluss 
konnte noch gezeigt werden, dass die mRNA-Expression der Gene Dgat1 und Dgat2 
ebenfalls nach der MCD-Diät signifikant erhöht waren. 
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3.14 Mif -defiziente Mäuse zeigen nach der MCD-Diät eine verringerte Fibrose 
im Vergleich zu Wildtypmäusen  
  
Ein weiterer Effekt bei der MCD-Diät ist die Ausbildung einer Fibrose in der Leber. 
Auch diese Parameter wurden nach Beendigung der Diät untersucht.  
 
 
                   
 
 
 
Abb.34: Repräsentative Sirius Red-Färbung von Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 8 Wochen 
MCD-Diät (obere Abbildung), quantitative Auswertung der Sirius Red-positiven Fläche aller Färbungen 
(untere, linke Abbildung), Konzentration der Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber (untere, rechte 
Abbildung). Die Gruppengröße beträgt n = 10 in jeder Gruppe; ** P < 0,01. 
 
 
Bei der Auswertung der Fibrose in der Leber nach 8 Wochen mit der MCD-Diät 
konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Mif -/- Mäuse weniger Fibrose ausbildeten 
im Gegensatz zu den Wildtypmäusen. Sowohl die Sirius Red-Färbung der einzelnen 
Leberschnitte als auch die quantitative Auswertung der Färbung zeigten dieses 
Ergebnis deutlich. Auch die Konzentration der Kollagen-spezifischen Aminosäure 
Hydroxyprolin ist signifikant niedriger in den Lebern der Mif -/- Mäuse.  
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Zum Schluss wurde auch die mRNA-Expression der vier Fibrose-assoziierten Gene 
Col1a1, Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 mittels qRT-PCR untersucht.  
 
 
            
 
Abb.35: Expression der Fibrose-assoziierten Gene Col1a1, Timp1, Mmp2 und Tgfβ1 bei 
Wildtypmäusen und Mif -/- Mäusen nach 8 Wochen MCD-Diät; * P < 0,05. 
 
 
Auch die mRNA-Expression der vier untersuchten Gene zeigte, dass die Mif -/- 
Mäuse signifikant niedrigere Expressionen dieser Gene auf mRNA-Ebene aufwiesen. 
Diese Ergebnisse bestätigten die bisher beschriebenen Fibrose-Ergebnisse nach der 
MCD-Diät.  
Jedoch war hier zu beachten, dass diese Ergebnisse nicht mit den bisher erzielten 
Ergebnissen aus den chronischen Modellen, in denen die Mäuse CCl4 oder TAA 
injiziert bekamen, übereinstimmten. In den chronischen Modellen mit CCl4 oder TAA 
konnte gezeigt werden, dass MIF antifibrotische Wirkung hat, während es in diesem 
Modell profibrotisch wirkt.  
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In dieser Arbeit konnte zunächst der antifibrotische Effekt von MIF während einer 
chronisch, toxischen Leberschädigung weiter aufgeschlüsselt werden. Man konnte 
durch in vitro und weitere in vivo -Versuche zeigen, dass die antifibrotische Wirkung 
von MIF in diesen Schädigungsmodellen über CD74 und AMPK vermittelt wird.  
In den metabolischen Schädigungsmodellen zeigten die hier durchgeführten 
Versuche, dass MIF protektive Eigenschaften bei der Ausbildung einer nicht-
alkoholischen Fettleberhepatitis aufwies. Dieser Befund wurde mit zwei 
unabhängigen Steatose-Modellen untermauert.   
Bei einem dieser Steatose-Modelle, der MCD-Diät, bildet die Leber ebenfalls eine 
Fibrose aus. In diesem metabolischen Schädigungsmodell zeigte MIF jedoch eine 
profibrotische Wirkung.           
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4. Diskussion 
 
4.1 Grundlagen dieser Arbeit 
 
In dieser Arbeit konnten die bisher erzielten Ergebnisse, die den Einfluss des 
Zytokins MIF auf die Entstehung einer hepatischen Fibrose darstellen, weiter 
bestätigt und wichtige zu Grunde liegende Mechanismen aufgezeigt werden. Mittels 
der bisher erzielten Ergebnisse konnte eindeutig dargestellt werden, dass Mif -/- 
Mäuse signifikant mehr Fibrose ausbilden. Diese Beobachtung wurde in zwei 
unabhängigen Fibrosemodellen nachgewiesen. Sowohl durch die intraperitoneale 
Gabe von Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) als auch durch die intraperitoneale Gabe von 
Thioacetamid (TAA) über einen Zeitraum von 6 Wochen konnte dieser unerwartete 
antifibrotische Effekt des Zytokins MIF gezeigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass auch die mRNA-Expression von Fibrose-relevanten Genen (Col1a1, 
Timp1, Mmp2 und Tgfβ1) signifikant erhöht ist in den Mif -/- Mäusen. Jedoch konnte 
kein Unterschied in der Immunzellinfiltration in die Leber gezeigt werden. Diese 
Ergebnisse wurden ebenfalls durch die zwei unabhängigen Fibrosemodellen 
bestätigt. Auf Basis dieser bis hierhin bekannten Ergebnisse baut diese Arbeit auf.  
Es ist weithin bekannt, dass infiltrierende Immunzellen eine entscheidende Rolle in 
der Fibrogenese in den beiden chronisch, toxischen Modellen spielen (81). Jedoch 
konnte in den beiden Fibrosemodellen eindeutig gezeigt werden, dass die beiden 
Mausgruppen keinen Unterschied oder nur einen sehr geringen Unterschied bei den 
infiltrierenden Immunzellpopulationen in der geschädigten Leber aufweisen. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Rekrutierung von Leukozyten in die Leber 
nicht für den erschwerten Schaden in den Mif -/- Mäusen verantwortlich ist. In 
anderen Modellen, wie zum Beispiel der Atherosklerose, der Arthritis und auch 
anderen inflammatorischen Modellen konnte jedoch gezeigt werden, dass die 
Rekrutierung von Leukozyten über die MIF/CXCR2 oder die MIF/CXCR4 Achse eine 
bedeutende Rolle in der Ausbildung des Schadens bildet (61). Des Weiteren spielen 
die hepatischen Sternzellen und deren Aktivierung in der Fibrogenese in der Leber 
eine wichtige Rolle (82). Bei der Untersuchung von Fibrose-relevanten bzw. 
Sternzell-assoziierten Genen konnte schon gezeigt werden, dass in diesem Fall die 
Mif -/- Mäuse eine signifikant gesteigerte mRNA-Expression der Gene Col1a1, Timp1, 
Mmp2 und Tgfβ1 aufweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden weitere 
                                                                                                                      Diskussion 
                                                                                                                                  81
Untersuchungen zum Einfluss von MIF auf die Entstehung eines chronischen 
Leberschadens in dieser Arbeit behandelt. 
 
 
4.2 Cxcr4-defiziente Mäuse in der Leberfibrose 
 
Bei der Rekrutierung von Leukozyten konnte in anderen inflammatorischen Modellen 
in der Maus schon gezeigt werden, dass die MIF/CXCR4-Achse von entscheidender 
Bedeutung ist und profibrotische Effekte bei humanen hepatischen Sternzellen durch 
CXCR4 vermittelt wurde (83). Daher wurde auch in diesem Projekt die Hypothese 
aufgestellt, dass CXCR4 der entscheidende Rezeptor von MIF während der 
Ausbildung einer Leberfibrose ist. Aus diesem Grund wurden heterozygote CXCR4 
Mäuse (Cxcr4 +/-) (84) ebenfalls für 6 Wochen mit CCl4 behandelt. Es werden 
heterozygote knockout -Mäuse in diesem Versuch verwendet, da der homozygote 
knockout letal für die Mäuse ist. Es handelt sich in diesem Fall um einen embryonal 
letalen knockout (85). Am Ende des Experiments wurde auch bei diesen Mäusen und 
Wildtypmäusen, die als Kontrolle dienen, die Entstehung einer Fibrose untersucht. 
Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass die Wildtypmäuse, die als Kontrollen 
dienen, nicht die littermates der heterozygoten knockout -Mäuse sind. Diese Mäuse 
wurden von der Firma Charles River gekauft. Sie sind jedoch auf dem gleichen 
genetischen Hintergrund wie die Cxcr4 +/- Mäuse, dem Stamm C57BL/6. Die Cxcr4 +/- 
Mäuse zeigen nach der chronischen Behandlung mit dem Toxin CCl4 keinen 
Unterschied im Vergleich zu den Kontrollmäusen. Sowohl die Auswertung der 
Fibrose durch die Sirius Red-Färbung und deren quantitativer Auswertung, als auch 
die Bestimmung der Kollagen-spezifischen Aminosäure Hydroxyprolin in der Leber 
zeigen, dass die heterozygote Deletion des Gens keinen nachweisbaren Phänotyp 
hervorbringt. Auch eine Analyse der infiltrierenden Immunzellen in die Leber und die 
Bestimmung der mRNA-Expression von Fibrose-assoziierten Genen zeigt keinen 
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen. Der heterozygote 
knockout  könnte in diesem Versuch als Erklärung dienen, dass man keinen 
Unterschied zwischen den Cxcr4 +/- Mäusen und den Wildtypmäusen erkennen kann. 
Jedoch muss hierbei bedacht werden, dass schon gezeigt werden konnte, dass die  
Cxcr4 +/- Mäuse eine reduzierte Expression von CXCR4 zeigen und in einem 
Atherosklerosemodell einen verbesserten Phänotyp aufzeigen (86). Somit konnte 
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zunächst gezeigt werden, dass die MIF/CXCR4 Achse nicht für den bisher 
gefundenen Phänotyp in den Mif -/- Mäusen im Fibrosemodell verantwortlich ist.  
 
 
4.3 Der Einfluss von CD74 bei hepatischen Sternzellen in vitro  
  
Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Entstehung einer Leberfibrose, neben der 
Rekrutierung von Leukozyten, ist die Aktivierung von Sternzellen. Ein erster Hinweis 
hierfür sind die erhöhten Expressionslevel der Gene Col1a1, Timp1, Mmp2 und 
Tgfβ1. Diese Gene sind Sternzell-assoziiert und werden in beiden Fibrosemodellen 
in den Mif -/- Mäusen signifikant höher exprimiert. 
Um diese Aktivierung der  hepatischen Sternzellen genauer zu untersuchen, wurde 
die Expression von α-Sma aus Lebergewebe mittels eines Western Blots 
durchgeführt. α-Sma ist ein Marker für Myofibroblasten, die sich aus aktivierten 
Sternzellen bilden. Mit Hilfe dieser Methode konnte eindeutig nachgewiesen werden, 
dass Mif -/- Mäuse signifikant mehr α-Sma-Protein exprimieren im Vergleich zu den 
Wildtypmäusen nach der Behandlung mit CCl4 für 6 Wochen. Durch diesen Versuch 
konnte dann auch gezeigt werden, dass MIF einen direkten Einfluss auf diese Zellen 
hat. Dies konnte in vivo dargestellt werden und in weiteren Versuchen wurde der 
Einfluss von MIF auf hepatische Sternzellen in vitro untersucht.  
Zunächst konnte bei hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden, dass die beiden 
Rezeptoren CD74 und CXCR4 auf der Oberfläche exprimiert werden. CXCR4 wird 
im Vergleich zu CD74 jedoch nur in einem geringen Maße exprimiert. Der dritte 
bekannte Rezeptor an den MIF binden kann, CXCR2, konnte nicht auf den 
hepatischen Sternzellen nachgewiesen werden. Hierbei muss jedoch beachtet 
werden, dass CXCR2 nicht nur auf hepatischen Sternzellen exprimiert wird, sondern 
ebenfalls auf Neutrophilen und Monozyten (87,88). Da in dieser Arbeit das 
Augenmerk jedoch auf einer Aktivierung von hepatischen Sternzellen liegt und 
CXCR2 auf diesen nicht exprimiert wird, wurden diese knockout -Mäuse zunächst 
nicht weiter untersucht. Des Weiteren gibt es bei der Zucht der Cxcr2 -/- Mäuse 
erhebliche Probleme. Entweder sind die Cxcr2 -/- Mäuse krank, so dass man sie nicht 
in einen Versuch nehmen kann, oder es sterben so viele der Mäuse nach der Geburt, 
dass man keine einheitliche Gruppengröße für einen Versuchsansatz erhält. Da 
CD74 am stärksten auf den Sternzellen exprimiert wird und die in vivo -Versuche mit 
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den Cxcr4 +/- Mäusen und Wildtypmäusen keinen Effekt gezeigt hatten, wurde in den 
weiteren Versuchen der Rezeptor CD74 genauer untersucht.  
Bei den in vitro -Versuchen konnte zunächst gezeigt werden, dass eine gesteigerte 
Proliferation und Migration der hepatischen Sternzelllinie GRX mit Hilfe von platelet 
derived growth factor (PDGF), durch eine gleichzeitige Stimulation mit 
rekombinantem MIF inhibiert werden kann. Durch die Stimulation mit PDGF, welches 
als Mitogen auf die Zellen wirkt, kann die Wundheilung im scratch assay zunächst 
signifikant beschleunigt werden. Wenn die GRX-Zellen nun gleichzeitig mit 
rekombinantem MIF stimuliert werden, dann konnte diese, durch PDGF induzierte, 
Wundheilung fast vollständig geblockt werden. Diese Ergebnisse konnten zunächst 
mittels eines scratch assay gezeigt werden. Dieser Assay dient der Bestimmung der 
Wundheilung von Zellen, wobei sowohl die Proliferation als auch die Migration der 
Zellen eine wichtige Rolle spielen. Bei der hier erfolgten Migration handelt es sich um 
eine ungerichtete Migration (89). In den folgenden in vitro -Versuchen wurden daher 
jeweils die Proliferation mittels eines BrdU Assays und die Migration mit Hilfe einer 
modifizierten Boyden Kammer getrennt voneinander bestimmt. Wobei es sich in 
diesem Fall um eine gerichtete Migration handelt, die auch als Chemotaxis 
bezeichnet wird (90).   
In vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass CD74 am Stärksten auf den 
Sternzellen exprimiert wird und mehrere Artikel haben schon über die proliferativen 
Effekte von MIF auf verschieden Zielzellen, die über den Rezeptor CD74 vermittelt 
werden, berichtet (76,91-93). Weiterhin wurde über diesen Rezeptor berichtet, dass 
er bei den protektiven Effekten von MIF bei einer Stress-bedingten Herzstörung 
beteiligt ist (94,95). Daher wurden in vitro -Versuche durchgeführt, die zeigen sollten, 
dass auch bei der Aktivierung der Sternzellen in der Leber der Rezeptor CD74 eine 
Rolle spielt. Daher wurden die GRX-Zellen mit einem neutralisierenden              
CD74-Antikörper vorinkubiert. Anschließend wurde sowohl die Proliferation als auch 
die Migration der Zellen erneut bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass durch 
diese Vorinkubation der Zellen die Inhibierung der PDGF-induzierten Proliferation 
bzw. Migration durch das rekombinante MIF vollständig blockiert werden kann. Somit 
hat es in vitro den Anschein, dass die protektiven Effekte des Zytokins MIF über den 
Rezeptor CD74 vermittelt werden.  
 
 
                                                                                                                      Diskussion 
                                                                                                                                  84
4.4 Der Einfluss von AMPK bei hepatischen Sternzellen in vitro  
 
Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die MIF/CD74-Achse die Stress- und 
Hunger-aktivierte Kinase AMPK aktiviert. Durch diese Aktivierung werden 
intrazellulär Signalwege aktiviert, die für den Energiehaushalt der Zellen 
verantwortlich sind (94,96). Hierbei wird unter anderem die zelluläre ATP Produktion 
gesteigert und der Energieverbrauch in der Zelle reduziert. Weiterhin konnte die 
Bedeutung des AMPK-Signalwegs auch schon in humanen Sternzellen in vitro 
gezeigt werden. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass durch Adiponektin, 
ein AMPK-Aktivator, die PDGF-induzierte Proliferation von Sternzellen inhibiert 
werden kann (97,98). Außerdem konnte bei weiteren Versuchen gezeigt werden, 
dass eine therapeutische Applikation von Adiponektin in vivo zu einer Verbesserung 
bei einer chronischen Leberschädigung führt (99,100). Diese Ergebnisse lassen den 
Schluss zu, dass der AMPK-Signalweg ein pharmakologisches Ziel darstellen kann, 
um Leberschädigungen zu behandeln. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde auch in 
dieser Arbeit versucht einen Zusammenhang zwischen dem Zytokin MIF und dem 
AMPK-Signalweg aufzuzeigen. Auch hierfür wurden in vitro -Versuche mit der 
hepatischen Sternzelllinie GRX durchgeführt. Hier wurden die Sternzellen zunächst 
mit einem AMPK-Inhibitor, Compound C, vorinkubiert. Durch diese Vorinkubation 
konnte ebenfalls eine vollständige Revertierung der Inhibierung durch das 
rekombinante MIF auf die PDGF-induzierte Proliferation bzw. Migration erzielt 
werden (Doktorarbeit Meike Knauel; RWTH Aachen University 2013).  
Somit konnte aufgrund dieser in vitro -Ergebnisse gezeigt werden, dass die 
antifibrotische Wirkung von MIF durch den Rezeptor CD74 und eine 
Phosphorylierung von AMPK erfolgt. 
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4.5 Der Einfluss von CD74 während der chronisch, toxischen Leberschädigung     
in vivo 
    
Nachdem in den in vivo -Versuchen mit den Mäusen, die eine heterozygote Deletion 
des Gens für den Rezeptor CXCR4 (Cxcr4 +/-) tragen, keine Unterschiede im 
Vergleich zu den Wildtypmäusen nachzuweisen war und in den darauf folgenden in 
vitro -Experimenten gezeigt werden konnte, dass die protektiven Effekte von MIF 
über CD74 vermittelt werden, wurde in einem weiteren Versuch Mäuse mit einer 
Deletion des Gens CD74 (Cd74 -/-) mit CCl4 behandelt. Nachdem diese Versuche mit 
den Cd74 -/- Mäusen durchgeführt wurden, konnte gezeigt werden, dass CD74 eine 
wichtige Rolle in der Entstehung einer Leberfibrose aufzeigt. Die Mäuse mit einer 
genetischen Deletion des Gens Cd74 zeigen eine verstärkte Fibrosebildung im 
Vergleich zu den Wildtypmäusen. Diese Ergebnisse wurden durch die Sirius Red-
Färbung und deren quantitativer Auswertung gezeigt. Weiterhin zeigte ebenfalls die 
Kollagen-spezifische Aminosäure Hydroxyprolin eine signifikant erhöhte 
Konzentration im gesamten Leberlysat. Auch in diesen knockout -Mäusen zeigt sich 
in der Immunzellinfiltration kein entscheidender Unterschied im Vergleich zu den 
Kontrollmäusen. Einzig die NKT-Zellen sind signifikant erhöht in der Leber nach der 
CCl4-Behandlung in den Cd74 -/- Mäusen. Die NKT-Zellen besitzen eine wichtige 
Funktion bei der Regulierung des angeborenen und des adaptiven Immunsystems. 
Die Regulierung erfolgt durch Zytokine, z.B. Interferon-γ (IFN- γ) und Interleukin-4 
(IL-4) (101). NKT-Zellen spielen in der Entstehung einer Leberfibrose eine Rolle, 
genau wie NK-Zellen, indem die NKT-Zellen die Aktivierung von hepatischen 
Sternzellen inhibieren. Diese Inhibierung erfolgt durch die Freisetzung von IFN- γ, 
welches dann zum Zelltod von hepatischen Sternzellen führt. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, dass der Einfluss der NKT-Zellen nur in der frühen Phase der 
Fibrogenese eine Rolle spielt (102,103). Hier hat es den Anschein, dass CD74 
weitere zelluläre Effekte vermittelt. Aus diesem Grund kann auch nicht gesagt 
werden, dass die Aktivierung von AMPK der einzige Effekt ist, den der Rezeptor 
CD74 vermittelt (76). Jedoch kann gezeigt werden, zusammen mit den bisher 
erzielten in vitro -Daten, dass diese in vivo erzielten Ergebnisse zwischen den     
Cd74 -/- Mäusen und den Wildtypmäusen im chronisch, toxischen CCl4-Modell die 
bisher gezeigten Daten und die damit gezeigte Bedeutung der MIF/CD74/AMPK-
Achse eindeutig unterstützen. Ein weiterer wichtiger Faktor ist, dass in 
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Kardiomyozyten schon gezeigt werden konnte, dass diese MIF/CD74/AMPK Achse 
protektive Effekte für die Zellen aufzeigt (94,95).  
 
 
4.6 Die therapeutische Bedeutung von MIF während der chronisch, toxischen 
Leberschädigung  
 
Weiterhin wurde auch die systemische Applikation von rekombinantem MIF während 
einer gleichzeitigen Schädigung der Leber mit CCl4 untersucht. Hier wurde zum 
einen der Einfluss bei der therapeutischen Applikation auf die hepatischen 
Sternzellen untersucht und zum anderen der Einfluss auf die Ausbildung der 
Leberfibrose. Bei der gleichzeitigen Applikation mit dem Zytokin MIF kam es zu einer 
verringerten Aktivierung der hepatischen Sternzellen durch die CCl4-Behandlung. 
Diese Ergebnisse konnten sowohl mittels eines Western Blots als auch durch eine 
immunhistochemische Färbung gegen α-Sma gezeigt werden (Doktorarbeit Meike 
Knauel; RWTH Aachen University, 2012). Auch wenn man sich die Entstehung der 
Leberfibrose in diesem Modell anschaut, kann gezeigt werden, dass die Mäuse, 
denen rekombinantes MIF injiziert wurde, eine deutlich geringere Fibrose ausbilden 
im Vergleich zu den Mäusen, denen nur das Vehikel injiziert wurde. Dies konnte mit 
Hilfe der Sirius Red-Färbung und der Bestimmung der Kollagen-spezifischen 
Aminosäure Hydroxyprolin gezeigt werden. Außerdem zeigen die Fibrose-
assoziierten Gene Col1a1, Timp1 und Tgfβ1 eine geringere mRNA-Expression auf 
im Vergleich zu den Wildtypmäusen, denen nur das Vehikel gespritzt wurde. Diese 
therapeutischen Effekte des rekombinanten MIF scheinen eine große Ähnlichkeit zu 
dem AMPK-Aktivator Adiponektin zu haben. In diesem Fall konnte von Kamada et al. 
gezeigt werden, dass Mäuse mit einer genetischen Deletion des Adiponektin-Gens 
eine stärkere Fibrose ausbilden im Vergleich zu den Wildtypmäusen. Bei einer 
Überexpression von Adiponektin durch einen Adenovirus zeigen diese Mäuse eine 
geringere Fibrose auf (99). Dies sind die gleichen Eigenschaften, die wir in dieser 
Arbeit mit dem Zytokin MIF darstellen. Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, 
dass dieser Signalweg über AMPK eine entscheidende Bedeutung in der Entstehung 
der Leberfibrose aufweist.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass in dieser Arbeit zunächst eine 
unerwartete und überraschende antifibrotische Wirkung von MIF in der Ausbildung 
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einer Leberfibrose in den chronisch, toxischen Schädigungsmodellen aufgezeigt 
wurde. Es konnte gezeigt werden, dass dieser antifibrotische Effekt durch eine 
Aktivierung der hepatischen Sternzellen hervorgerufen wird. Weiterhin konnte 
gezeigt werden dass die Effekte über den Oberflächenrezeptor CD74 vermittelt wird 
und der AMPK-Signalweg eine entscheidende Bedeutung einnimmt. Diese 
Ergebnisse zeigen somit neue und wichtige therapeutische Ziele in der Behandlung 
einer chronischen Lebererkrankung. 
 
 
4.7 Der Einfluss von MIF in der Fibrogenese während der MCD-Diät  
 
Es wurde nicht nur der Einfluss des Zytokins auf die Leberfibrose nach einer 
chronisch, toxischen Schädigung untersucht sondern auch die Entstehung einer 
Leberfibrose aufgrund einer Verfettung der Leber durch eine Mangelernährung. Ein 
Unterschied zwischen diesen beiden Arten der Fibrose liegt in der Ausbildung der 
Vernarbung innerhalb der Leber. Bei der toxisch hervorgerufenen Fibrose werden 
sogenannte Brücken zwischen den Portalfeldern durch das Narbengewebe gebildet. 
Die Fibrose, die sich während einer Steatose bildet, beginnt zwischen den 
Hepatozyten und breitet sich von dort aus weiter in der Leber aus.  
Bei der Auswertung der Fibrosebildung nach der achtwöchigen MCD-Diät, konnten 
unerwartete Ergebnisse, in Bezug auf die bisher erzielten Daten nach der toxischen 
CCl4- und TAA-Behandlung aufgezeigt werden. In diesem Modell zeigt sich, dass 
MIF profibrotisch während der Fibrogenese wirkt. Die Mif -/- Mäuse zeigen eindeutig 
eine geringere Fibrose nach der MCD-Diät im Vergleich zu den Wildtypmäusen. Dies 
sind die Ergebnisse, die man zunächst auch nach der toxischen Behandlung mit CCl4 
und TAA erwartet hätte. In diesen Modellen konnte jedoch gezeigt werden, dass MIF 
auch eine protektive Wirkung entfalten kann. Nach der MCD-Diät zeigt sich nun das 
Gegenteil der bisher gefundenen Ergebnisse in der Leber. Da in diesen beiden 
Modellen jeweils eine andere Art der Fibrose ausgebildet wird, kann dies ein Grund 
für die gegensätzlichen Ergebnisse sein. Jedoch müssen hier noch weitere 
Untersuchungen durchgeführt werden, um die genaueren Gründe für diesen Effekt 
zu finden. Auch die FACS-Analyse der Lebern der beiden Mausstämme zur 
Untersuchung der infiltrierenden Immunzellen zeigt bis hierhin keine Erklärung für 
den gefundenen Effekt des Zytokins MIF während der MCD-Diät. Die 
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Gesamtpopulation der Leukozyten, die durch den Marker CD45 bestimmt werden, 
zeigt eine leichte Tendenz dahin, dass die Mif -/- Mäuse weniger Leukozyten in der 
Leber aufweisen. Auch bei der Betrachtung der einzelnen Populationen von 
Leukozyten scheint es so, dass es keine bedeutenden Unterschiede zwischen den 
Wildtypmäusen und den Mif -/- Mäusen gibt. Nur die Population der NKT-Zellen zeigt, 
dass in den Lebern der Mif -/- Mäuse signifikant mehr Zellen eingewandert sind, als in 
die Lebern der Kontrollmäuse. Auch hier sind nur die NKT-Zellen beeinflusst, genau 
wie in den Cd74 -/- Mäusen. Dieses Ergebnis könnte ein Ansatz sein, zur Erklärung 
des hier gefundenen Phänotyps nach der MCD-Diät. Nach den beiden toxischen 
Leberschädigungen (CCl4 und TAA) konnte bei der Zusammensetzung der 
Leukozyten Populationen kein Unterschied gezeigt werden. Jedoch ist noch 
festzuhalten, dass die FACS-Analyse nach einer MCD-Diät Probleme bereitet. Dies 
liegt an der Verfettung der Leber nach der MCD-Diät. Die Proben sind durch das Fett 
verunreinigt und auch durch den Gradienten nicht vernünftig zu reinigen. Dadurch 
erschwert sich die Auswertung der erzielten FACS-Ergebnisse deutlich. Aus diesem 
Grund wurden in diesem Modell keine Makrophagen angefärbt. Eine Alternative wäre 
eine immunhistochemische Färbung der Leberproben um so zu zeigen, ob es 
Unterschiede zwischen den beiden Mausstämmen gibt.  
Ein weiteres Fibrosemodell ist die Gallengangsligatur (BDL). In diesem Modell bildet 
sich eine biliäre Fibrose in der Leber aus, die durch eine Akkumulation von 
Gallensäure in der Leber hervorgerufen wird (104). Dieses Modell wurde jedoch nicht 
in dieser Arbeit untersucht, da bereits drei Fibrosemodelle (CCl4, TAA und MCD) 
untersucht wurden. Weiterhin benötigt man für diese Methode eine große Anzahl an 
Mäusen, da diese Methode zunächst etabliert werden muss. Des Weiteren können 
während der Operation oder kurz nach der Operation immer wieder Mäuse 
versterben, weswegen man ebenfalls viele Mäuse für diese Experimente bräuchte, 
um eine ausreichende Gruppengröße zu erreichen.  
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4.8 Die Eigenschaften von MIF während der Ausbildung einer NASH mittels der 
MCD-Diät 
 
Ein weiterer Effekt der MCD-Diät ist die Ausbildung einer nicht-alkoholischen 
Steatohepatitis (NASH). Hier kommt es zu einer Inflammation aufgrund der 
Verfettung der Leber (105), die sich zu einer Fettleber durch die Mangelernährung 
entwickelt. Aufgrund dieser Mangelernährung der MCD-Diät kommt es während des 
gesamten Versuchszeitraums von 8 Wochen zu einer konstanten Gewichtsreduktion 
bei den Mäusen (106). Die gesteigerte Verfettung der Leber durch die MCD-Diät 
erfolgt vermutlich aus einer verschlechterten Sekretion von very low density 
Lipoproteinen (VLDL). Diese Annahme wird bestätigt, da die Aminosäure Methionin 
und Cholin essentiell für Phosphatidylcholin ist. Dieses Phospholipid umhüllt die 
VLDL in der Zelle (107). Schaut man sich das Gesamtkörpergewicht der beiden 
Mausstämme während der 8 Wochen an, so sieht man keinen Unterschied. 
Bestimmt man jedoch die relative Körpergewichtsabnahme, dann kann man deutlich 
erkennen, dass die Mif -/- Mäuse signifikant mehr Gewicht verlieren im Vergleich zu 
den Wildtypmäusen. Zunächst wurde der Triglyzeridgehalt in den Lebern der beiden 
Mausstämme untersucht. Hier kann eindeutig gezeigt werden, dass die Mif -/- Mäuse 
einen signifikant erhöhten Gehalt an Triglyzeriden innerhalb der Leber aufweisen. 
Dieses Ergebnis konnte noch durch eine Oil Red O-Färbung von Leberschnitten der 
beiden Mausstämme bestätigt werden. Somit hat es den Anschein, dass es durch die 
Deletion von Mif zu einer gesteigerten Akkumulation von Triglyzeriden in der Leber 
kommt. Bei der Untersuchung von Lipogenese-assoziierten Genen mittels qRT-PCR 
konnte dann ebenfalls gezeigt werden, dass diese Gene in den Mif -/- Mäusen 
signifikant erhöht sind. Hierbei handelt es sich zum einen um die beiden 
Transkriptionsfaktoren Lxra und Srebp1 und die Gene für die beiden Enzyme Acc 
und Fas. Alle vier Gene sind wichtige Bestandteile des Triglyzerid-Signalwegs. Acc 
steht für Acetyl-CoA Carboxylase und katalysiert die chemische Addition von 
Kohlendioxid an Acetyl-CoA. Aus dieser Reaktion entsteht dann Malonyl-CoA und 
dieser Schritt ist der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt während der 
Fettsäuresynthese (108). Die Fettsäuresynthase (Fas) ist ein Enzym, welches den 
Aufbau von Fettsäuren aus Malonyl-CoA katalysiert (109). Die Expression der 
Fettsäuresynthase wird durch den Transkriptionsfaktor Srebp1 reguliert, während die 
Expression von Srebp1 durch Lxra reguliert wird (110,111). Somit kann gezeigt 
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werden, dass durch die signifikant erhöhte Expression dieser vier Gene in den Mif -/- 
Mäusen die Fettsäuresynthese ebenfalls gesteigert ist, wodurch sich dann der 
signifikant erhöhte Triglyzeridgehalt in den Lebern erklären lässt. Ebenfalls ist die 
Expression der beiden Isoformen des Gens Dgat signifikant erhöht in den Mif -/- 
Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen. Dgat steht für Diglyzerid 
Acyltransferase und katalysiert die Bildung von Triglyzeriden aus Diacylglyzerol und 
Acyl-CoA (112). Somit zeigen auch diese beiden Gene, deren Expression in den    
Mif -/- Mäusen erhöht ist, eine Erklärung für den höheren Triglyzeridgehalt innerhalb 
der Leber in den knockout -Mäusen.  
 
 
4.9 Der Einfluss von MIF auf die Verfettung von Hepatozyten wird über CD74 
und AMPK vermittelt in vitro 
 
Bei der Verfettung der Leber spielen die Hepatozyten eine wichtige Rolle. In diesen 
Zellen wird das Fett in der Leber gespeichert. Bei der Fettleber ist somit eine erhöhte 
Akkumulation von Fett in den Hepatozyten zu beobachten (113). Diese Eigenschaft 
der Hepatozyten und den Einfluss des Zytokins MIF auf die Verfettung von 
Hepatozyten wurde in vitro untersucht. Für diese Versuche wurde die murine 
Hepatomzelllinie Hepa1-6 verwendet. Zur Bestimmung der Verfettung wurde auch 
bei den in vitro -Versuchen der Triglyzeridgehalt in den Zellen bestimmt. Zunächst 
konnte die Zelllinie mit Hilfe von Ölsäure und IL-1β erfolgreich verfettet werden      
(114,115). Bei einer gleichzeitigen Stimulation der Hepatomzelllinie mit 
rekombinantem MIF konnte eine signifikante Reduktion des Triglyzeridgehalts 
beobachtet werden. Somit konnte gezeigt werden, dass das Zytokin MIF einen 
direkten Einfluss auf die Hepatozyten während der Verfettung aufzeigt. In weiteren  
in vitro -Versuchen mit der Zelllinie sollte untersucht werden, wie der Einfluss von 
MIF auf die Hepatozyten vermittelt wird. Hier wurde zunächst der Rezeptor CD74 
untersucht, da in dieser Arbeit schon gezeigt werden konnte, dass die Effekte von 
MIF während der Entstehung einer Leberfibrose über diesen Rezeptor vermittelt 
werden konnte. Wenn die Zellen mit dem neutralisierenden CD74-Antikörper 
vorinkubiert wurden, dann konnte die Reduktion des Triglyzeridgehalts, die durch das 
rekombinante MIF hervorgerufen wurde, rückgängig gemacht werden. Dieser Effekt 
konnte jedoch nur in der Zelllinie signifikant dargestellt werden. In den Versuchen mit 
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primären Hepatozyten konnte hier nur eine Tendenz gezeigt werden. Daher kann 
man nicht eindeutig zeigen, dass der CD74 der entscheidende Rezeptor in diesem 
Modell ist. Hier müsste man ebenfalls die beiden anderen Rezeptoren an die MIF 
binden kann, CXCR2 und CXCR4, untersuchen, wobei schon bekannt ist, dass der 
Rezeptor CXCR2 ebenfalls auf Hepatozyten expremiert wird (116). Daher müsste 
man dann auch in vivo -Versuche mit knockout -Mäusen für den jeweiligen Rezeptor 
durchführen.  
Aufgrund der Tatsache, dass in anderen Arbeiten schon gezeigt werden konnte, 
dass die Effekte von MIF während der Fibrogenese durch die Stress-Kinase AMPK 
vermittelt wird, wurde auch in diesem Fall untersucht ob die bisher erzielten Effekte 
von MIF über AMPK vermittelt werden. Weiterhin ist bekannt, dass AMPK ein 
wichtiges Enzym in der Zelle ist, welches die Energiebilanz der Zelle steuert. Wenn 
es in der Zelle zu einem Mangel an ATP kommt, kann es zu einer Aktivierung durch 
eine Phosphorylierung von AMPK kommen. Durch diese Aktivierung werden dann 
zum Beispiel die Aufnahme von Glukose und die β-Oxidation von Fettsäuren 
reguliert. Daher wurde in den in vitro -Versuchen mit der Hepatomzelllinie ebenfalls 
eine Vorinkubation mit dem AMPK-Inhibitor Compound C durchgeführt. Auch in 
diesem Experiment kann man die Reduktion des Triglyzeridgehalts durch das 
rekombinante MIF mit Hilfe des Compound C rückgängig machen. Diese Ergebnisse 
konnten diesmal sowohl mit der Hepatomzelllinie als auch mit primären Hepatozyten 
erzielt werden. In diesem Fall scheint es eindeutig zu sein, dass die reduzierenden 
Effekte von MIF auf den Triglyzeridgehalt durch eine Phosphorylierung von AMPK 
vermittelt werden. Dies ist jedoch nicht überraschend, da AMPK ein wichtiger 
Regulator des Energiehaushalts in den Zellen darstellt (117). 
 
 
4.10 Der Einfluss von MIF in einem weiteren, unabhängigen NASH-Modell in 
vivo  
 
Um die gezeigten in vivo -Daten aus der MCD-Diät zu bestätigen, wurde zusätzlich 
noch eine high fat -Diät mit Mif -/- Mäusen und den Wildtypmäusen durchgeführt. Bei 
dieser Art der Diät erhalten die beiden Mausstämme über einen Zeitraum von 16 
Wochen eine fettreiche Diät, in der 60% der Kalorien aus Fett stammen. Auch bei 
dieser Diät bilden die Mäuse eine Fettleber aus, jedoch entsteht hier keine Fibrose in 
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der Leber während des hier genutzten Versuchszeitraums. In diesem Modell kommt 
es zu einer erhöhten Permeabilität des Darms. Aufgrund dieser erhöhten 
Permeabilität des Darms kann es zu einer erhöhten Inflammation bei den Diät-
Modellen kommen (118,119). Während der Diät nehmen die Mäuse kontinuierlich an 
Gewicht zu und hier konnte schon beobachtet werden, dass die Mif -/- Mäuse 
signifikant mehr Gewicht zunehmen als die Kontrollmäuse. Sowohl das absolute 
Körpergewicht als auch die relative Gewichtszunahme ist bei den Mif -/- Mäusen 
signifikant erhöht. Am Ende des Versuchs zeigen die Wildtypmäuse zwar eine 
stärkere relative Gewichtszunahme, dies liegt jedoch sehr wahrscheinlich daran, 
dass die Mif -/- Mäuse schon früher ihr Maximalgewicht erreicht haben und am Ende 
des Versuchszeitraums kaum noch an Gewicht zunehmen. Während des 
Experiments wurde auch die Futteraufnahme der beiden Mausstämme bestimmt. So 
kann ausgeschlossen werden, dass die Mif -/- Mäuse mehr Futter zu sich nehmen 
und aus diesem Grund mehr Gewicht zunehmen als die Wildtypmäuse. Dies konnte 
jedoch ausgeschlossen werden, da beide Mausstämme über den gesamten 
Versuchszeitraum eine identische Menge von 2,6 g der high fat -Diät pro Tag zu sich 
genommen haben. Ein weiterer Aspekt, der während der high fat -Diät auftritt, ist die 
Ausbildung einer Diabetes Typ 2 aufgrund des starken Übergewichts. Daher wurde 
nach Beendigung der 16 Wochen Diät zunächst ein Glukose-Toleranz-Test mit den 
Mäusen durchgeführt. Hier konnte gezeigt werde, dass die Mif -/- Mäuse, die auch ein 
höheres Körpergewicht haben, eine geminderte Glukose-Toleranz aufweisen. 
Weitere Hinweise auf die Ausbildung eines Diabetes mellitus ist der Adiponektin- und 
Leptinspiegel. Dieser wurde im Blutserum der Mäuse bestimmt. Adiponektin wird aus 
den Adipozyten ausgeschüttet und ist mit verantwortlich für das Hungergefühl sowohl 
beim Menschen als auch bei Tieren (120). Bei Übergewicht ist der 
Adiponektinspiegel reduziert, da die Adipozyten gesättigt sind und keine weiteren 
Lipide mehr aufnehmen können. Bei leeren Adipozyten wird Adiponektin von den 
Zellen ausgeschüttet. Ein weiteres Hormon, welches untersucht wurde, ist das 
Leptin. Leptin wird ebenfalls von den Adipozyten ausgeschüttet. Das Hormon Leptin 
hat ebenfalls regulatorische Eigenschaften für das Hungergefühl und auch im 
Fettstoffwechsel. Bei einem Übergewicht ist der Leptinspiegel jedoch erhöht. In dem 
hier durchgeführten Mausmodell konnten genau diese Aussagen bestätigt werden. 
Die Mif -/- Mäuse, die ein höheres Körpergewicht aufweisen, haben einen erniedrigten 
Adiponektinspiegel und einen erhöhten Leptinspiegel. Somit zeigt sich auch hier, 
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dass die Mif -/- Mäuse bei der high fat -Diät nicht so gut geschützt sind vor Schaden 
im Vergleich zu den Wildtypmäusen.  
Auch das Gewicht der Leber ist in den Mif -/- Mäusen signifikant erhöht und auch bei 
einer Berechnung des Verhältnisses zwischen dem Lebergewicht und dem gesamten 
Körpergewicht zeigen die Mif -/- Mäuse ein signifikant erhöhtes Verhältnis. Das  
erhöhte Lebergewicht kann aufgrund des Triglyzeridgehalts in der Leber erklärt 
werden. Die Bestimmung des intrahepatischen Triglyzeridgehalts zeigt hier in diesem 
Diätmodell ebenfalls eindeutig, dass die knockout -Mäuse mehr Triglyzeride in der 
Leber eingelagert haben im Vergleich zu den Kontrollmäusen. Hierdurch werden 
zusätzlich die Ergebnisse aus der MCD-Diät bestätigt, in der die Mif -/- Mäuse 
ebenfalls einen signifikant erhöhten intrahepatischen Triglyzeridgehalt aufweisen. 
Auch wenn man in diesem Diätmodell die mRNA-Expression der Lipogenese-
assoziierten Gene Lxra, Srebp1, Acc und Fas untersucht, findet man eine erhöhte 
Expression dieser vier Gene in den Mif -/- Mäusen. Das gleiche Ergebnis wurde bei 
den beiden Isoformen der Diglyzerid Acyltransferase, Dgat1 und Dgat2, erzielt. Somit 
konnte in diesem zweiten unabhängigen Diätmodell die bisher erzielten Ergebnisse 
aus der MCD-Diät bestätigt werden. In einem letzten Versuch wurden nach 
Beendigung dieses Modells die Lebern mit Hilfe der FACS-Analyse auf die 
Rekrutierung von Leukozyten hin untersucht. Zunächst wurden auch hier die 
infiltrierenden Immunzellen in der Leber untersucht. Es zeigt sich jedoch, genau wie 
bei der MCD-Diät, dass die Leukozytenrekrutierung kein bedeutender Faktor 
während der high fat -Diät zwischen den beiden verwendeten Mausstämmen ist. Bei 
beiden Mausstämmen gibt es bei den einzelnen Populationen keinen bedeutenden 
Unterschied.  
In diesem Modell wurde zusätzlich noch das Nebenhodenfettgewebe auf eine 
mögliche Inflammation hin untersucht. Das Nebenhodenfettgewebe gehört zum 
weißen Fettgewebe. Es konnte in mehreren Publikationen bereits gezeigt werden, 
dass auch das weiße Fettgewebe von einer Inflammation bei Übergewicht betroffen 
ist (121,122). Hier wurde jedoch nur die Leukozytenrekrutierung untersucht. Bei 
dieser Untersuchung konnte, genau wie bei der FACS-Analyse der Leber, kein 
Unterschied innerhalb der zwei Mausstämme nachgewiesen werden. Nachdem bei 
diesen Ergebnissen keine Unterschiede gezeigt werden konnte und die Isolierung 
von mRNA aus dem Nebenhodenfettgewebe sehr schwierig ist und somit keine 
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vernünftige Auswertung der qRT-PCR Daten möglich ist, wurden zunächst keine 
weiteren Versuche mit dem Nebenhodenfettgewebe durchgeführt.  
 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass MIF einen unerwarteten 
antifibrotischen Effekt während der Entstehung einer Leberfibrose aufzeigt. Dieser 
antifibrotische Effekt wird nicht durch eine veränderte Leukozytenrekrutierung 
hervorgerufen, sondern wird durch eine Aktivierung von Sternzellen innerhalb der 
Leber beeinflusst. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der 
Sternzellen während der Fibrogenese durch MIF über den Oberflächenrezeptor 
CD74 vermittelt wird. Der weitere Signalweg nachdem MIF an den Rezeptor CD74 
gebunden hat, läuft über die Stress-Kinase AMPK. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass MIF auch einen Einfluss bei einer therapeutischen Applikation aufzeigt. 
Sowohl die Sternzellaktivierung als auch die Entstehung einer Leberfibrose konnte 
durch die systemische Applikation signifikant reduziert werden.  
In einem weiteren Fibrosemodell, der MCD-Diät, wurde der antifibrotische Effekt von 
MIF nicht beobachtet. In diesem Modell hat MIF einen profibrotischen Effekt. Hier 
handelt es sich jedoch um eine andere Art der Fibrose, die weiter untersucht werden 
muss, um herauszufinden, warum MIF in diesem Fall, im Vergleich zu den chronisch, 
toxischen Modellen, einen profibrotischen Effekt aufzeigt.  
Bei der MCD-Diät und der später durchgeführten high fat -Diät wird auch noch eine 
nicht-alkoholische Steatohepatitis ausgebildet. Die Untersuchungen der 
entstandenen Fettlebern nach den beiden Modellen zeigten, dass MIF einen 
protektiven Einfluss in diesen metabolischen Modellen aufzeigt. So zeigen die 
Wildtypmäuse geringere Konzentrationen an Triglyzeriden in der Leber und auch die 
mRNA-Expression von Lipogenese-relevanten Genen sind signifikant niedriger. Da 
auch in diesen Modellen die Leukozytenrekrutierung keinen Unterschied zeigte, 
sowohl in der Leber als auch in dem Nebenhodenfettgewebe, wurde sich hier weiter 
auf die Hepatozyten konzentriert. Bei in vitro -Versuchen mit einer Hepatomzelllinie 
konnte gezeigt werden, dass es auch in diesem Fall den Anschein hat, dass die 
beschriebenen Effekte zum einen über den Rezeptor CD74 vermittelt werden und 
der darauffolgende Signalweg über die Stress-Kinase AMPK  vermittelt wird. Hier 
fehlen jedoch noch einige weitere Versuche, um diese Ergebnisse zu bestätigen und   
um eventuell noch weitere Erkenntnisse zu finden.          
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Abb.   Abbildung    
Acc   Acetyl-CoA-Carboxylase 
AK   Antikörper 
α-Sma  Alpha smooth muscle actin 
AMPK   AMP-aktivierte Proteinkinase 
 
BC   bicinchoninic acid 
BDL   Bile duct ligation (Gallengangsligatur) 
BrdU   Bromdesoxyuridin 
BSA   Bovines Serumalbumin (Rinder-Serumalbumin) 
 
°C   Grad Celsius 
Ca   Calcium 
CCL   Chemokinligand der CC-Gruppe 
CXCL   Chemokinligand der CXC-Gruppe 
CX3CL  Chemokinligand der CX3C-Gruppe 
XCL   Chemokinligand der XC-Gruppe 
CCR   Chemokinrezeptor der CC-Gruppe 
CXCR   Chemokinrezeptor der CXC-Gruppe 
CX3CR  Chemokinrezeptor der CX3C-Gruppe 
XCR   Chemokinrezeptor der XC-Gruppe 
CCl4   Tetrachlorkohlenstoff 
CD74   Cluster of differentiation 74 
cDNA   Complementary DNA 
CLF   Chemokine-like function 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
Col1a1  Kollagen, Typ1, Alpha1 
Cu   Kupfer 
 
D-DT   D-Dopachrom Tautomerse 
Dgat   Diglycerid Acyltransferase 
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DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DTT   Dithiothreitol 
 
EBSS   Earle’s balanced salt solution 
ECL   Enhanced chemiluminescence 
EDTA   Ethyldiamintetraessigsäure 
EGTA   Ethylglycoltetraessigsäure 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
EWAT  Epididymal white adipose tissue (Nebenhodenfettgewebe) 
 
FACS   Fluorescence activated cell sorting 
Fas   Fatty acid synthase (Fettsäuresynthase) 
FCS   Fetal calf serum (Fetales Kälberserum) 
 
Gapdh  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GTT   Glukose-Toleranz-Test 
 
h   Stunde 
HBSS   Hank’s balanced salt solution 
HCC   Hepatocellular carcinoma  
HCl   Salzsäure 
HDL   High density lipoprotein 
HMGB1  High-mobility group protein B1 
HRP   Horseradish peroxidise (Meerrettichperoxidase) 
 
IFN-γ   Interferon- γ 
IL   Interleukin    
i.p.   intraperitoneal 
 
kb   Kilobasen 
KCl   Kaliumchlorid 
kDa   Kilodalton 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
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Lxra   Liver X receptor alpha 
 
MCD   Methionin- und Cholin-Defizient 
Mg   Magnesium 
MHC   Major histocompatibility complex 
MIF               Macrophage migration inhibitory factor (Makrophagen 
Migrations-inhibitorischer Faktor) 
min Minute 
ml   Milliliter 
Mmp2   Matrix metalloproteinase 2 
MOPS  3-N-(Morpholino)propansulfonsäure 
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NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease (Nicht-alkoholische 
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NASH   Nicht-alkoholische Steatohepatitis 
ng   Nanogramm 
NKT-Zellen  natürliche Killer T-Zellen 
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nm   Nanometer 
 
OA   Oleic acid (Ölsäure) 
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oxLDL  oxidiertes low density lipoprotein 
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RNA   Ribonukleinsäure 
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sec   Sekunde 
SDS   Sodium dodecyl sulfate 
Srebp1  Sterol-regulatory element-binding protein 1 
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TBS-T  Tris-buffered saline mit Tween20 
Tgfβ1   Transforming growth factor β1 
Timp1   Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 
 
VLDL   Very low density Lipoprotein 
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